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ABSTRAK
Nama : Muhammad Maslan
NIM : 60300113013
Judul Skripsi :“Optimalisasi Produksi an Aktivitas Fitase terhadap Variasi
Media (Sumber Fitat dan Sumber Nitrogen) oleh Bakteri
Burkholderia lata Strain HF Endofit Tanaman Jagung (Zea
mays)”
Allah swt. menurunkan al-Quran sebagai pedoman hidup umat manusia.
(QS.al-Sajadah/32: 27) Tanaman biji-bijian, sereal, atau kacang-kacangan dijadikan
sebagai pakan ternak yang mengandung asam fitat tidak dapat dicerna saluran
pencernaan hewan monogastrik karena asam fitat (C6H18O24P6) merupakan zat
antinutrisi yang mampu mengikat sekitar 80% P dalam pakan, juga mengikat protein,
vitamin dan mineral (Mg++, Fe++, Zn++, Mn++, Ca++) maka untuk mengatasi masalah
tersebut dibutuhkan produksi enzim fitase oleh bakteri (QS. al-Baqarah/2: 26) karena
enzim fitase dapat menghidrolisi asam fitat Tujuan: untuk mengetahui fase
pertumbuhan bakteri Burkholderia lata strain HF dan optimalisasi produksi aktivitas
fitase dari variasi media PPM (sumber fitat dan nitrogen). Metode: Jenis penelitian
ini adalah kuantitatif dengan pendekatan deskriptif. Desain penelititian menggunakan
rancangan acak lengkap (RAL) dengan pola faktorial yang terdiri dari 2 faktor,
masing-masing variasi sumber fitat: kalsium (Ca) fitat, bekatul padi, bekatul jagung,
dan kedelai. Sumber nitrogen: (NH4)2SO4, yeast extract, dan pepton. Hasil: fase
pertumbuhan Bukholderia lata sebagai patokan untuk produksi fitase yaitu fase
stasioner 62 jam dengan nilai OD 2,060 log/sel. Produksi fitase optimum pada variasi
media PPM yaitu kedelai-pepton dengan nilai kadar protein 46,5 mg/mL dan nilai
aktivitas 8.20 U/mL pada kondisi pH 7 dengan inkubasi 37oC selama 62 jam. Jadi,
aktivtas fitase produksi PPM tanaman serealia memiliki nilai aktivtas yang lebih
tinggi dibandingan media PPM Ca-fitat yang nilai aktivitasnya rendah.
Kata Kunci: Asam Fitat, Burkholderia lata strain HF, dan Ekstrak Kasar Fitase.
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ABSTRACT
Name : Muhammad Maslan
NIM : 60300113013
Skripsi Title :“The Optimization Production and Phytase Activity to
Variation of Medium (Source of phytate and Nitrogen) by
Bacteria Burkholderia lata Strain HF Endophytic Corn Plant
(Zea mays)”
Allah SWT. Lowering the al-Qur’an as a guide for human life. (QS.al-
Sajadah/32: 27) Grain, cereal, or bean crops used as animal feed containing phytic
acid can not be digested by monogastric animal digestive tracts because phytic acid
(C6H18O24P6) is an antinutrient substance capable of binding around 80% P in feed,
also binds proteins, vitamins and minerals (Mg++, Fe++, Zn++, Mn++, Ca++) then to
solve the problem is required production of bacterial enzyme (QS al-Baqarah/2: 26)
because phytase enzyme can hydrolyzing phytic acid Objective: to determine the
bacterial growth phase of Burkholderia lata strain HF and optimization of phytase
activity production from PPM media variation (source of phytate and nitrogen).
Method: This research type is quantitative with descriptive approach. The research
design used a complete randomized design (RAL) with a factorial pattern consisting
of 2 factors, each of which varied sources of phytate: calcium (Ca) phytate, rice bran,
corn bran and soybean. Nitrogen sources: (NH4)2SO4, yeast extract, and peptone.
Result: Bukholderia lata growth phase as benchmark for phytase production is
stationary phase 62 hours with value of OD 2,060 log/cell. The optimum phytase
production on PPM media variations were soybean-peptone with protein content
value of 46,5 mg/mL and activity value 8.20 U/mL at pH 7 condition with incubation
37oC for 62 hours. So, the effectiveness of the PPM production of cereal plants has a
higher activitability value than the low-activity PPM Ca-phytate media.
Keywords: Phytic Acid, Burkholderia lata strain HF, and Crude Fitase Extract.
1BAB I
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang
Allah menurunkan al-Quran kepada Nabi Muhammad saw. dan untuk umat
manusia sebagai pedoman hidup di dunia dan akhirat. Adanya berbagai jenis
makhluk hidup yang diciptakan Allah di alam semesta ini merupakan tanda-tanda
kekuasaan Allah bagi orang yang mau berpikir. Segala sesuatu yang diciptakan oleh
Allah memiliki faedah yang sangat berguna bagi kesejahteraan manusia. Allah swt.
berfirman dalam QS. al-Sajadah/32: 27.
                           
    
Terjemahnya:
Dan tidakkah mereka memperhatikan, bahwa Kami mengarahkan (awan
yang mengandung) air ke bumi yang tandus, lalu Kami tumbuhkan (dengan
air hujan itu) tanam-tanaman sehingga hewan-hewan ternak mereka dan
mereka sendiri dapat makan darinya. Maka mengapa mereka tidak
memperhatikan? (Kementrian Agama RI, 2013: 417).
Menurut tafsir Ibnu Katsir (2003), Allah swt. berfirman “Dan tidakkah
mereka memperhatikan, bahwa Kami mengarahkan (awan yang mengandung) air ke
bumi yang tandus”. Ayat tersebut bahwa Allah swt. menjelaskan kasih sayang-Nya
kepada makhluk-Nya, serta kebaikan-Nya kepada mereka dengan dikirimkanya air,
baik yang berasal dari langit atau dari sumber-sumber mata air yang dibawa oleh
sungai atau yang mengalir dari pengunungan ke tanah yang membutuhkannya yaitu
2bumi yang tandus. Yang dimaksud bumi yang tundus yaitu tanah yang tidak memiliki
tumbuh-tumbuhan. Namun dengan di turunkan air hujan itu, tumbuhlah tanaman-
tanaman yang bermanfaat untuk makanan hewan ternak dan untuk manusia sendiri.
Maka mengapa manusia tidak memperhartikan. Manusia sebagai makhluk yang
diberi kelebihan akal oleh Allah untuk meneliti dan memperhatikan apa yang telah
diciptakan-Nya.
Allah swt. tidak akan menciptakan segala sesuatu dengan sia-sia, seperti
keanekaragaman dan sumber daya alam yang ada dibumi, terutama di Negara
Indonesia. Indonesia merupakan Negara yang memiliki keanekaragaman hayati
seperti tumbuhan yang di dalamnya terdapat senyawa organik biomolekul yang tidak
terbatas jumlahnya. Berbagai jenis tumbuhan banyak dijumpai berbagai wilayah
Indonesia, salah satunya Sulawesi. Kondisi yang mendukung kesuburan tanah yang
menyebabkan tumbuhan dapat dilestarikan diberbagai bidang seperti bidang
kesehatan dan di bidang industri (Yulianti dkk, 2010). Semuanya jenis tumbuhan
memiliki faedah untuk kehidupan makhluk dan untuk kesejahtraan manusia. Jenis
tumbuhan yang dimanfaatkan untuk kebutuhan hidup baik dijadikan bahan pangan
seperti tanaman serelia atau biji-bijian selain itu juga dijadikan untuk kebutuhan
hewan ternak, sehingga industri ternak dapat mengembangkan dan memenuhi
kebutuhan masyarakat akan pakan hewan yang semakin meningkat produksinya.
Namun pada pakan ternak seperti jagung, kedelai, dedak padi dan sereal atau kacang-
kacangan, terdapat senyawa asam fitat yang bersifat zat antinutrisi. Hal ini
berdasarkan dalam firman Allah QS.Yasin/36: 33.
3                    
Terjemahnya:
Dan suatu tanda (Kebesaran Allah) bagi mereka adalah bumi yang mati
(tandus). Kami hidupkan bumi itu dan Kami keluarkan darinya biji-bijian,
maka dari (biji-bijian) itu mereka makan (Kementrian Agama RI, 2013:
442).
Menurut Shihab (2002) penggunaan bentuk jamak pada kata ahyaina dan
akhrajna mengisyaratkan adanya keterlibatan selain Allah dalam hal menghidupkan
bumi dan menumbuhkan tumbuh-tumbuhan. Keterlibatan tangan manusia adalah
salah satunya, manusialah yang menanam biji kemudian Allah menumbuhkan. Maka
dari itu keluarlah buah dan biji yang bermanfaat dan berguna untuk kebutuhan hidup
makhluk.
Sereal, biji-bijian atau kacang-kacang merupakan sumber pangan bagi
kehidupan (sumber karbohidat, protein nabati) dan dijadikan sumber nutrisi untuk
hewan dalam bentuk pakan. Namun sereal, biji-bijian atau kacang-kacang juga
mengandung asam fitat. Asam fitat merupakan bentuk utama penyimpangan fosfor
lebih 80% di dalamnya terkandung (Reddy, 1982). Sedangkan menurut Sreedevi and
Reddy (2013) asam fitat dalam kondisi alami atau pH netral, akan membentuk ikatan
baik dan akan berasosiasi dengan mineral bervalensi dua (Ca2+, Mg2+, Fe2+, P2+,Cu2+,
Zn2+, dan K2+), maupun protein menjadi senyawa kompleks yang sukar larut,
sehingga dapat menghambat penyerapan mineral di dalam tubuh dan kekurangan
mineral dapat menyebabkan gangguan metabolisme dengan menimbulkan dampak
negatif pada hewan monogastrik.
4Pada ternak ruminansia mencerna asam fitat dengan bantuan fitase
diproduksi dalam tumbuhnya sendiri oleh mikro flora ruminal anaerobik. Sedangkan
hewan monogasrtrik seperti unggas dan ikan kekurangan fitase dalam saluran
pencernaanya sehingga asam fitat tidak dapat dihidrolisis dalam saluran pencernaan
hewan monogastrik (satu lambung) (Pallauf, 1997). Menurut Mittal et al (2011).
Asam fitat juga merupakan bentuk penyimpanan utama dalam masalah pencernaan
hewan monogastrik sehingga menimbulkan masalah dalam ketersediaan fosfor
pencernaanya, maka fosfor ikut keluar bersama tinja dan urin, hal itu juga
menyebabkan pencemaran lingkungan sehingga kandungan fosfor lingkungan tanah
meningkat.
Untuk mengatasi masalah pecernaan hewan monogastrik dan pencemaran
lingkungan. Maka dibutuhkan penamabahan enzim fitase atau senyawa fosfat
anorganik pakan ternak. Menurut Hayati (2008) dalam Nurjannah (2013) Enzim
merupakan molekul protein bersifat katalisator yang dihasilkan oleh sel hidup dan
digunakan oleh sel-sel tersebut untuk mengkatalisis reaksi biokimia secara spesifik.
Dalam melakukan aktifitas enzim akan bekerja secara maksimum apabila kondisi
proses berlangsung secara optimum atara lain konsentrasi substrat, derajat keasaman
(pH), dan suhu.
Fitase termasuk kelompok enzim phosphomonoesterases yakni mio-inositol
eksakisfosfat 3-fosfohidrolase (EC 3.1.3.8) dan mio-inositol eksakisfosfat 6-
fosfohidrolase, (EC 3.1.3.26) dan mampu memulai pelepasan bertahap fosfat dari
asam fitat  atau mio-inositol (1,2,3,4,5,6) hexakisphosphate (Blaabjerg et al., 2011).
5Mio-inositol-heksakisfosfat 3-fosfohidrolase (EC.3.1.3.8) pertama kali di temukan
oleh Suzuki et al. dalam penelitianya tentang hidrolisis bekatul. Fitase adalah enzim
yang dapat memecah atau menghidrolisis senyawa fitat  pada ikatan fosfoester
menjadi mio-inositol dan fosfat organik (asam fosfat). Fitase terdapat di dalam biji-
bijian dan menyerang gugus fosfat pada posisi nomor 6 dari asam fitat. Fitase dari
mikroba menyerang gugus fosfat pada posisi ke-3 (Zyla, 1992 dalam Susana, 2000).
Fitase banyak digunakan dalam industri pangan dan pakan ternak. Adanya
fitase pada bahan pangan manusia akan memudahkan dalam pencernaan asam fitat,
sedangkan fitase pada bahan pakan ternak  akan meningkatkan kualitas nutrisi pakan
ternak dan mengurangi polusi fosfat (Vieille dan Zeikus, 2001 dalam Sari, 2013).
Fitase telah dimanfaatkan sebagai probiotik pada hewan ternak monogastrik, sebagai
campuran pakan ternak unggas (Sajidan, 2004) dan sebagai sumber fosfat organik
pada pakan ayam broiler (Yunu, 2004 dalam Santoso, 2013).
Fitase dihasilkan oleh mikrooganisme (bakteri, jamur, yaest), tumbuhan dan
jaringan tubuh ternak. Maka bakteri sebagai salah satu penghasil enzim yang
potensial menjadi faktor penting dalam produksi enzim (Santoso, 2013). Selain itu
mikroorganisme merupakan sumber enzim yang paling banyak digunakan
dibandingkan tanaman dan hewan. Enzim yang diisolasi dari mikroorganisme
memiliki beberapa keunggulan yaitu dinilai lebih menguntungkan kerena
pertumbuhannya cepat dan mudah di perbayak, dapat ditumbuhkan pada subtrat yang
murah, potensi produksinya tidak terbatas, potensi fitase mikroba dalam memroduski
enzim dapat ditingkatkan, dan dapat dikendalikan. Menurut Waluy (2009) dalam
6Wulandari (2015) bahwa produksi enzim dari suatu mikroorganisme sangat
diperngaruhi oleh faktor internal, yaitu faktor genetik pada DNA dari masing-masing
mikroorganisme. Sedangkan faktor eksternal komposisi media produksi, agitasi,
suhu, pH media, dan sumber karbon. Maka penelitian ini memproduksi fitase dengan
menggunakan bakteri Burkholderia lata.
Beberapa penelitian yang mengunjuk mikroorganisme untuk produksi enzim
fitase seperti Bacillus sp, Pseudomonas sp. Citrobacter braakii, Escherichia coli,
Raoultella sp, Enterobacter Klebsiella sp. Lactobacillus sanfranciscensis dan bakteri
anaerobik rumen Selenomonas ruminantium, Megasphaera elsdenii, Prevotella sp.,
Mitsuokella multiacidus dan Mitsuokella jalaludinii (Chunshan et al. 2001 dalam
Rejibeula, 2012), Schwanniomyces castellii (Segueilha et al. (1992) dalam Pandey,
2001), Aspergillus niger (P. Suvarnalatha Deviet al, 2015), dan Penicillium
purpurogenum (Awad et al, 2014), Sebagai upaya produksi fitase yang dapat
diaplikasikan dalam berbagai kepentingan terutama kualitas pakan, maka perlu
dilakukan penilitian mengenai optimalisasi optimalisasi produksi dan aktivitas fitase
terhadap variasi media (sumber fitat  dan sumber nitrogen) oleh bakteri Burkholderia
lata strain HFendofit tanaman jagung (Zea mays).
B. Rumusan Masalah
Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Bagaimana fase pertumbuhan bakteri Burkholderia lata untuk produksi fitase?
72. Bagaimana optimalisasi produksi aktivitas fitase dari variasi media (sumber fitat
dan sumber nitrogen) pada bakteri Burkholderia lata?
C. Ruang Lingkup Penelitian
Penilitian menggunakan satu bakteri endofit akar tanaman jagung (Zea
mays) penghasil fitase yaitu Burkholderia lata koleksi dari laboratorium
mikrobiologi FST UINAM. Bakteri yang digunakan hanya untuk memproduksi
enzim kasar fitase terhadap optimalisasi variasi media (sumber fitat dan sumber
nitrogen). Waktu dan tempat akan di lakukan pada bulan 13 Maret – 14 April 2017
bertempat di laboratorium mikrobiologi jurusan biologi fakultas sains dan teknologi
(FST) universitas islam negeri (UIN) alauddin makassar kampus II Samata.
D. Kajian Pustaka
Dalam kajian pustaka dibahas beberapa temuan hasil penelitian sebelumnya
untuk melihat kejelasan arah, originalitas, kemanfaatan, dan posisi dari penelitian ini,
dibandingkan dengan beberapa temuan penelitian yang dilakukan sebelumnya yaitu
sebagai berikut:
1. Menurut Hosseinkhani (2009) dengan judul penelitian analisis produksi fitase
bakteri (Pseudomonas sp). dari kotoran unggas dan optimasi produksi enzim.
Bahwa hasil menunjukkan produksi fitase Pseudomonas dengan aktivitas zona
bening 23 mm pada media padat dan aktivitas fitase 800 U/ml dalam PSM cair.
Enzim ekstrak diproduksi dalam tahap akhir dari pertumbuhan eksponensial.
Maksimum produksi Fitase dengan ini terisolasi diperoleh setelah inkubasi 72
8jam, suhu 28 oC dan 180 rpm digatasi. Sumber karbon dan nitrogen yang terbaik
untuk maksimum produksi fitase adalah 1,5% glukosa dan 0,5% ekstrak malt.
2. Menurut T. Selvamohan et al (2012) dengan judul penelitian optimasil produksi
fitase oleh Pseudomonas sp. isolat dari kotoran unggas. Bahwa hasil penelitian
menunjukkan Fitase produksi di Pseudomonas sp yang diisolasi dari kotoran
unggas yang telah diteliti dan dioptimalkan. Dalam penelitian hadir. Pengaruh
sumber substrat produksi fitase dari tanaman pangan pertanian ole Pseudomomas
sp. mengungkapkan bahwa jumlah maksimum Fitase diproduksi dengan bekatul
ragi sebagai substrat daripada substrat lainnya digunakan dalam penelitian.
Semua jenis substrat yang digunakan dalam penelitian untuk produksi Fitase
diamati di 72 jam fermentasi dan pH 5 dan 37ºC sebagai suhu maksimum dan
pH optimal. Amonium sulfat dan Sukrosa diamati sebagai sumber nitrogen dan
karbon yang terbaik untuk lebih tinggi tingkat Fitase produksi. Demikian pula
Trikalsium fosfat diidentifikasi sebagai sumber fosfat baik untuk maksimum
produksi fitase oleh bakteri Pseudomonas sp.
3. B. Sasirekha et al. (2012), dalam penilitiannya Optimasi dan pemurnian parsial
fitase ekstraseluler dari Pseudomonas aeruginosa p6. Lima puluh isolat mampu
menghasilkan fitase diisolasi dari berbagai sampel tanah. Dari lima puluh isolat
lima isolat menunjukkan aktivitas fitase maksimal. P6 isolat dipilih untuk lanjut
studi P6 isolat biokimia ditandai sebagai Pseudomonas spp. Kondisi kultur
dioptimalkan untuk produksi enzim maksimum. sumber karbon dan nitrogen
terbaik untuk produksi fitase maksimum adalah 1% glukosa dan yeast extract
90,5% masing-masing. Enzim stabil antara pH 4 sampai 10 tetapi pH optimal
ditemukan 6. enzim juga stabil antara suhu berkisar 30°C hingga 50°C, tetapi suhu
terbaik untuk aktivitas enzim ditemukan 37°C. Aktivtas fitase maksimum adalah
98,76 U/ml setelah 24 jam inkubasi dalam kondisi optimal. Aktivitas spesifik
enzim mentah 31.86 Umg-1 protein dan ini meningkat menjadi 70.77 Umg-1
protein oleh presipitasi (NH4)2SO4.
4. El-Toukhy et al (2013), dalam penlitiannya isolasi, permurnian dan karakterisasi
fitase dari Bacillus subtilis MJA. Tiga strain bakteri yang diisolasi dari tanah. Di
antara tiga strain terisolasi, satu diidentifikasi morfologi dan dikonfirmasi oleh
teknik molekuler seperti Bacillus subtilis MJA dengan aktivitas fitase yang tinggi.
Bakteri fitase yang memproduksi diisolasi menggunakan media fitat skrining agar
(PSM) dengan glukosa hanya 1,5% dan 0,5% natrium fitat sebagai satu-satunya
sumber untuk karbon. Dalam rangka mengoptimalkan produksi fitase oleh B.
subtilis MJA, faktor yang berbeda dipelajari. Kombinasi glukosa 0,5% dan 0,5%
sukrosa menunjukkan menjadi sumber karbon terbaik. Juga, ekstrak malt
digunakan sebagai sumber nitrogen memberi produksi fitasetertinggi. Juga,
produksi fitase maksimum terdeteksi setelah inkubasi selama empat hari (720
U/ml) pada nilai pH optimal 7.
5. Muthuraman et al, (2013) dalam penilitiannya isolasi produksi fitase bakteri dari
kotoran unggas dan optimasi dari kultur tingkat produksi fitase. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa diantara ketiga isolat, Pseudomonas fluorescens memiliki
aktivitas sangat tinggi dalam mendegradasi fitat. Dedak gandum, ekstrak ragi dan
10
kalium dihidrogen fosfat pada pH 6 yang masing-masing diidentifikasi sebagai
sumber karbon, nitrogen dan fosfat terbaik. Enzim stabil dengan CaCl2 pada suhu
40-50°C dan pH 6-7. Ditingkatkan produksi dilakukan dalam bioreaktor 3 L dan
aktivitas enzim ditemukan 32,94 U / ml.
6. Nurhikma (2017) dalam penelitian Isolasi dan skrining bakteri endofit penghasil
fitase dari tanaman jagung (Zea mays). Hasil menunjukkan terdapat 10 isolat
bakteri yang mampu menghasilkan enzim fitase dari tanaman jagung (Zea mays).
Empat isolat yang memiliki Indeks Fitatik (IF) tertinggi dari masing-masing organ
yaitu AKAR 10-7 KL.7 dengan Indeks Fitatik (IF) 1,365 cm, BATANG 10-7 KL.2
dengan Indeks Fitatik (IF) 1,095 cm, DAUN 10-6 KL.3 dengan Indeks Fitatik
(IF) 1,36 cm dan BIJI 10-8 KL.1 dengan Indeks Fitatik (IF) 0,98 cm., kemudian
dilanjutkan untuk karakterisasi biokimia. Ciri mikroskopik sel dari keempat isolat
yang terpilih yakni dua isolat berbentuk coccus yaitu isolat AKAR 10-7 KL.7 dan
DAUN 10-6 KL.3, dua isolat berbentuk basil yaitu isolate BATANG 10-7 KL.2 dan
BIJI 10-8 KL.1. Hasil pewarnaan gram yakni keempat isolat yang terpilih adalah
bakteri gram negatif (-). Karakteristik keempat isolat yakni pada uji TSIA (Triple
Sugar Iron Agar) hasil uji isolate AKAR 10-7 KL.7 adalah negatif (-), isolate
BATANG 10-7 KL.2, DAUN 10-6 KL.3 dan BIJI 10-8 KL.1 adalah positif (+). Uji
H2S hasil uji keempat isolat adalah negatif (-).Uji Motilitas hasil uji isolat AKAR
10-7 KL.7 adalah negatif (-), isolat BATANG 10-7 KL.2, DAUN 10-6 KL.3 dan BIJI
10-8 KL.1 adalah positif (+). Uji Katalase hasil uji keempat isolat adalah positif
(+). Uji Indol hasil uji keempat isolat adalah negatif (-). Uji Methyl Red hasil uji
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isolat AKAR 10-7 KL.7, DAUN 10-6 KL.3, BIJI 10-8 KL.1 adalah negatif (-), isolat
BATANG 10-7KL.2 adalah positif (+).Uji Voges Paskeurhasil uji isolat AKAR 10-
7 KL.7 adalah negatif (-), isolat BATANG 10-7 KL.2, DAUN 10-6 KL.3 dan BIJI
10-8 KL.1 adalah positif (+). Uji Citrathasil uji keempat isolat adalah positif  (+).
Uji fermentasi karbohidrat pada isolat AKAR 10-7 KL.7 laktosa negatif (-),
maltose dan glukosa positif (+), pada isolate BATANG 10-7 KL.2, DAUN 10-6
KL.3 dan BIJI 10-8 KL.1 laktosa, maltose dan glukosa positif (+).
7. Harvianti (2017) dalam penelitian identifikasi molekuler bakteri endofit penghasil
fitase asal tanaman jagung (Zea mays L.) berbasis gen 16S rRNA. Hasil penelitian
menunjukkan Empat isolat bakteri yang memiliki indeks fitatik tertinggiyang
masing-masing mewakili setiap organ tanaman jagung (Zea mays L.) yaitu isolat
dari Akar 10-7 KL-7 (IF= 1,365), isolat biji 10-8 KL-1 (IF=0,98), isolat daun 10-6
KL-3 (IF=1,36) dan isolat batang 10-7 KL-2 (IF=1,095). Setelah diidentifikasi
secara molekulermenunjukkan bahwa isolat dari Akar 10-7 KL-7 memiliki
kesamaan 98% dengan Burkholderia lata, isolat biji 10-8 KL-1 memiliki kesamaan
99%  dengan Enterobacter cloacae subsp dissolven, isolat daun 10-6 KL-3
memiliki kesamaan 98%  dengan Enterobacter ludwigii dan isolat batang 10-7
KL-2 memiliki kesamaan 97% dengan Pantoea stewartii subsp indologenes.
E. Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Untuk mengetahui fase pertumbuhan bakteri Burkholderia lata untuk produksi
fitase.
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2. Untuk mengetahui optimalisasi produksi aktivitas fitase dari variasi media
(sumber fitat dan sumber nitrogen) pada bakteri Burkholderia lata.
F. Kegunaan Penelitian
Kegunaan dalam melakukan penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Dapat membuktikan secara ilmiah dan memberikan informasi kepada masyarakat
penggunaan enzim fitase dapat dimanfaatkan pada pakan ternak untuk membantu
pencernaan ternak dalam proses penyerapan nutrisi.
2. Menambah pengetahuan dibidang peternakan, bahwa penambahan enzim fitase
pada pakan ternak dapat meningkatkan kulaitas nutrisi pakan broiler.
3. Dapat memberikan pengembangan ilmu pengetahuan tentang enzim fitase pada
jurusan biologi dan civitas akademik UIN Alauddin Makassar.
4. Dapat dijadikan sebagai bahan perbandingan dari penilitian selanjutnya.
5. Dapat dipublikasikan mengenai enzim fitase.
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BAB II
TINJAUAN TEORITIS
A. Ayat yang Relevan
Allah swt. menciptakan segala sesuatu yang tidak sia-sia dan juga sebagai
perumpamaan dengan petunjuk kehidupan, agar manusia berpikir, mencari atau
meneliti manfaat dan kerugiannya. Dan kemudian Allah telah menciptakan semuanya
dan manusia diberi akal untuk memikirkan ciptaan-nya mengenai tanda-tanda
kekuasaan Allah swt seperti penciptaan mikroorganisme merupakan salah satu
makhluk ciptaan Allah yang dikhendaki sesuai dengan firman Allah QS. al-
Baqarah/2: 26.
                    
                   
               
    
Terjemahnya:
Sesungguhnya Allah tidak segan membuat perumpamaan seekor nyamuk
atau yang lebih kecil dari itu. Adapun orang-orang yang beriman, mereka
tahu bahwa itu kebenaran dari Tuhan. Tetapi mereka yang kafir berkata:
"Apakah maksud Allah dengan perumpamaan ini?" dengan (perumpamaan)
itu banyak orang yang dibiarkan-Nya sesat, dan dengan itu banyak (pula)
orang yang diberi-Nya petunjuk. Tetapi tidak ada yang Dia sesatkan dengan
(perumpamaan) itu selain orang-orang yang fasik (Kementrian Agama RI,
2013: 5).
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Menurut Ibnu Katsir (2003) bahwa Ketika Allah swt. menyebutkan laba-laba
dan lalat, orang yang musyrik pun bertanya, “untuk apa laba-laba dan lalat itu
disebut?” lalu Allah swt. Menurunkan ayat yang terejemahnya, Sesungguhnya Allah
tidak segan membuat perumpamaan seekor nyamuk atau yang lebih kecil dari itu.
Makna ayat tersebut adalah Allah swt. memberitahukan bahwa dia tidak memandang
remeh. Ada yang mengartikan, tidak takut untuk mebuat perumpamaan apa saja baik
dalam bentuk yang kecil maupun besar.
Jadi perumpamaan yang lebih kecil dari nyamuk juga salah satunya yaitu
miroorganisme (bakteri), karena segala sesuatu yang diciptakan oleh Allas swt. tidak
sia-sia, seperti halnya bakteri endofit tanaman jagung Burkholderia lata penghasil
fitase yang merupakan salah satu mikrorganisme yang paling kecil  dan sangat besar
manfaatnya terutama dalam produksi enzim fitase yang dapat diaplikasikan untuk
meningkatkan kualitas pakan ternak dan membantu pencernaan hewan monogastrik
dalam menghdirolisis asam fitat pada pakan. Jenis pakan yang digunakan dalam
pemberian makanan ternak yaitu tanaman sereal atau biji-bijian, dan ini berdasarkan
dalam firman Allah QS. Abasa’/80: 24-32.
             
                    
                  
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Terjemahnya:
Maka hendaklah manusia itu memperhatikan makanannya. Sesungguhnya
Kamilah yang telah mencurahkan air melimpah (dari langit), Kemudian
Kami belah bumi dengan sebaik-baiknya, Lalu di sana Kami tumbuhkan
biji-bijian, dan anggur dan sayur-sayuran, dan Zaitun dan pohon kurma, dan
kebun-kebun (yang) rindang, dan buah-buahan serta rerumputan, (semua itu)
untuk kesenanganmu dan untuk hewan-hewan ternakmu (Kementrian
Agama RI, 2013: 584-585).
Menurut Ibnu Katsir (2003), bahwa dalam firmanNya “maka hendaklah
manusia itu memperhatikan makanannya,” hal ini ayat tersebut terkandung upaya
meningkatkan pemberian karunia. Selain itu, terkandung juga dalil penumbuh
tumbuh-tumbuhan dari bumi yang mati untuk menunjukkan penghidupan kembali
jasad-jasad setelah. sebelumnya berupa tulang belulang yang berserakan dan tanah
bertebaran. Kemudian dilanjutkan dalam firman-Nya “Sesungguhnya Kamilah yang
telah mencurahkan air melimpah (dari langit).” Maksudnya dari ayat tersebut kami
telah menurunkan air dari langit ke bumi. Disambung dengan ayat “Kemudian kami
belah bumi dengan sebaik-baiknya.” Yakni kami tempatkan air itu di sana, lalu ia
masuk ke dalam lapisan tanah, selanjutnya masuk ke dalam dan biji-bijian yang
terdapat di dalam bumi, sehingga tumbuh, tinggi, dan tampak permukaan bumi.
“Lalu di sana Kami tumbuhkan biji-bijian.” Yang dimaksud al-babb yaitu semua biji-
bijian. Selain itu juga ditumbuhkan anggur dan sayur-sayuran, dan zaitun dan kurma.
Pada ayat wahadaaiqa gulban yakni kebun-kebun sebagai tempat
pepohonan. Allah berfirma yang terjemahnya: “dan buah-buahan serta rumput-
rumputan,” kata al-faakihah adalah hasil yang dikelurakan dari tumbuhan berupa
buah-buahan. Ibnu ‘Abbas berkata: al-faakihah adalah sesuatu yang dimakan dalam
keadaan berair (basah) dan al-abb adalah sesuatu yang tumbuh dari tanah yang di
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komsumsi oleh binatang ternak dan tidak dimakan oleh manusia. Dan firman Allah
swt. juga “untuk kesenanganmu dan untuk binatang-binatang ternakmu,” yakni
semua dijadikan sebagai bekal hidup dan untuk binatang ternak kalian di dunia ini
sampai hari kiamat.
Penelitian ini berdasarkan dari ayat tersebut, bahwa biji-bijian, kacang-
kacangan, atau serealia dari hasil pertanian dijadikan sebagai makanan pokok dan
sampai sekarang ini juga dijadikan pakan hewan ternak dalam membanrtu
pengembangan industri ternak. Biji-bijian banyak terkandung asam fitat yang sukar
dicerna pada hewan monogastrik seperti ternak ayam, karena asam fitat ini bersifat
senyawa kompleks yang mengikat posfor, mineral, vitamin dan protein-proteinlainya,
maka diperlukan enzim fitase dalam membantu pencernaanya.
B. Tinjauan Umum Enzim
Organisme hidup mampu mendapatkan dan menggunakan energi dengan
cepat karena adanya katalis enzim. Sebagaimana katalis anorganik, enzim mengubah
kecepatan suatu reaksi, tetapi tidak mempengaruhi kesetimbangan akhir reaksinya.
Enzim dibutukan dalam jumlah kecil untuk perubahan besar pada molekul subtrat
(Bintang, 2010).
Enzim dihasilkan dari tanaman, hewan, dan mikroba, tetapi enzim dari
mikroba memberikan hasil yang lebih besar melalui terknik fermentasi dan lebih
mudah memperbaiki produktivitasnya dibandingkan enzim dari tanaman dan hewan.
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Enzim yang dihasilkan dari mikroba dapat dikontrol dengan memberikan bahan
pemacu dalam medium (Hidayat dkk, 2006).
Pada tahun 1850, Louis Pasteur menyimpulkan bahwa fermentasi gula
menjadi alkohol oleh ragi yang dikatalisis “fermen”. Pasteur mengemukakan bahwa
fermen ini yang kemudian dinamakan enzim (di dalam ragi) tidak bisa dipisahkan
dari struktur sel ragi hidup, suatu pendapat yang bertahan selama bertahun-tahun.
Penemuan penting oleh Eduar Buchner tahun 1897 berhasil mengeskstrak ke dalam
larutan, suatu bentuk yang aktif dari sel ragi, yaitu serangkaian enzim yang
mengkatalisis fermentasi gula jadi alkohol. Penemuan ini membuktikan, bahwa
enzim yang penting ini, yang mengkatalisis lintas metabolik untuk penghasil energi,
dapat tetap berfungsi jika dipindahkan dari struktur sel hidup. Baru pada tahun 1926,
enzim urease dapat disolasi dan dikristalkan oleh James Summer, beliau juga
menemukan bahwa semua enzim adalah protein yang memiliki berat molekul antara
12.000-1 juta (Humang, 2013).
Enzim adalah protein yang mengkatalisi semua reaksi biokimia, yang
merupakan zat yang dapat mempercepat laju reaksi kimia tanpa ikut bereaksi di
dalamnya (katalisator). Karena enzim terdapat dalam organisme hidup makan enzim
disebut biokatalisator. Enzim bekerja spesifik (hanya dapat mengikat 1 jenis substrat)
dan di perlukan dalam jumlah sedikit. Enzim membutuhkan suatu komponen untuk
berfungsi sebagai katalis, komponen tersebut adalah kofaktor (Humang, 2013).
Enzim dapat berupa protein murni atau gabungan antara protein dengan
gugusan-gugusan kimiawi lainnya. Seperti halnya semua protein, enzim akan
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terdenaturasi oleh panas, terpresitasikan (terendapkan) oleh etanol atau garam-garam
anorganik berkonsentrasi tinggi seperti aluminium sulfat, dan tidak dapat melewati
membran semipermeabel atau membrane selektif dengan kata lain tak terdialisis.
Protein enzim adalah molekul yang sangat besar, berat molekulnya berkisar antara
lebh kurang 10.000 sampai seratus juta. Benyaknya enzim terdiri dari protein yang
bergabung dengan molekul organik dengan berat molekul rendah yang dinamakan
koenzim. Bagian protein disebut apoenzim. Bila bergabung, kedua bagian tersebut
membentuk enzim lengkap disebut holoenzim (Pelczar, 2006).
Enzim merupakan katalis untuk proses biokimia yang terjadi di dalam
maupun diluar sel. Suatu enzim bekerja secara khas terhadap suatu substrat tertentu
dan kekhasan inilah yang menjadi ciri suatu enzim. Untuk dapat bekerja terhadap
suatu subtract harus ada kontak antara enzim dengan substrat. Suatu enzim memiliki
ukuran yang lebih besar dibandingkan subtrat. Oleh karena semua bagian enzim
dapat berhubungan dengan substrat. Bagian enzim yang melakukan kontak dengan
substrat disibut sisi aktif. Dan kontak antara enzim dengan substrat menyebabkan
terjadinya komplek enzim-substrat (Poadjiadi, 1994).
Molekul selalu bergerak dan bertumbukan satu sama lain.  Jika suatu
molekul substrat menumbuk molekul enzim yang tepat, maka akan menempel pada
enzim kemudian terjadi reaksi dan terbentuk molekul produk. Ada 2 teori mengenai
kerja enzim, yaitu (Siregar, 2010):
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a. Teori gembok anak kunci (key-lock)
Sisi aktif enzim mempunyai bentuk tertentu yang hanya sesuai untuk satu
jenis substrat saja. Substrat sesuai dengan sisi aktif seperti gembok kunci dengan
anak kuncinya. Hal itu menyebabkan enzim bekerja secara spesifik. Jika enzim
mengalami denaturasi (rusak) karena panas, bentuk sisi aktif berubah sehingga
substrat tidak sesuai lagi. Perubahan pH juga mempunyai pengaruh yang sama.
b. Teori cocok terinduksi (induced fit)
Sisi aktif enzim lebih fleksibel dalam menyesuaikan struktur substrat. Ikatan
antara enzim dan substrat dapat berubah menyesuaikan dengan substrat.
Komisi Internasional Union of Biochemistry (IUB) menciptakan yang
spesifik (Taringan, 1998), bahwa enzim-enzim yang termasuk satu golongan, nama
tersebut menjadi bagian akhir dari nama enzim. Ada 6 golongan enzim tersebut
sebagi berikut:
1) Oksidoreduktase, enzim-enzim ini melaksanakan katalisis reaksi oksidasi-reduksi
yaitu reaksi yang melibatkan oksidasi suatu senyawa disertai reduksi senyawa
lain.
2) Tranferase, enzim-enzim ini melaksanakan katalisis reaksi yang mengalihkan
suatu gugus yang mengandung C, N, P dan S dari suatu senyawa ke senyawa yang
lain tanpa melibatkan oksidasi reduksi.
3) Hidrolase, enzim ini melaksanakan katalis reaksi pemecahan hidrolitik atau
sebaliknya. Kelompok ini tidak meliputi enzim yang melaksanakan kalaisis reaski
penambahan  atau pelepasan air dari suatu senyawa.
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4) Liase, enzim ini melaksanakan kalalis C-C, C-O, C-N dan sebagainya tanpa
melibatkan hidrolisis atau oksidasi-reduksi.
5) Isomerase, enzim ini melaksanakan katalis reaksi isomerasi yang merupakan
penataan kembali atom-atom yang membentuk suatu molekul.
6) Ligase, enzim ini melaksanakan katalis reaksi pembentukan ikatan antara dua
molekul substrat yang terkait dengan pemutusan ikatan pirofosfat dalam ATP atau
senyawa energi  tinggi lainnya.
C. Tinjauan Umum Faktor yang Mempengaruhi Enzim
Aktivitas enzim merupakan kemampuan suatu enzim yang mengkatalisi
reaksi enzimatik pada substrat yang sesuai (Winarno, 1989), menurut Beynon dan
Bond (1989), secara umum pH optimum aktivitas fitase berkisar 5-8 sedangkan suhu
optimumnya berkisar antara 50-80%. Sumber enzim yang berbeda menghasilkan
enzim dengan kondisi antivitas optimum yang berbeda pula. Aktivitas enzim yang
beragam dipengaruhi oleh beberapa faktor, sebagai berikut:
1. Pengaruh suhu
Suhu mempengaruhi aktivitas enzim yang karena dengan meningkatnya
suhu, kecepatan reaksi turut meningkat. Hal tersebut disebabkan oleh peningkatan
suhu  yang berdampak pada peningkatan jumlah energi pada moleku-molekul
reaktan, sehingga tumbukan antar molekul persatuan waktu lebih produktif. Adanya
perubahan suhu mempengaruhi konformasi enzim yang berakibatkan pada terjadinya
perubahan sisi aktif dari enzim. Pada suhu ekstrim tinggi, protein mengalami
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denaturasi yang mengakibatkan terjadinya perubahan struktur protein sehingga sisi
aktif berubah dan terjadi penurunan aktivitas enzim atau bahkan menjadi tidak aktif.
Oleh karena itu, penting untuk mengetahui suhu optimum dari suatu enzim
(Poedjiadi, 2006).
Kerja suatu enzim sangat dipengaruhui suhu lingkungannya. Setiap kenaikan
suhu 10oC, kecepatan enzim akan menjadi dua kali lipat, sampai batas suhu tertentu.
Enzim dan protein pada umumnya dinonaktifkan oleh suhu tinggi. Enzim berdarah
panas dan manusia bekerja paling efisien pada suhu 37oC, sedangkan enzim hewan
berdarah dingin pada suhu 25oC. Suhu rendah mendekati titik beku tidak dapat
merusak enzim, namun enzim tidak dapat bekerja (Humang, 2013).
Gambar 2.1. Hubungan antara suhu dengan kecepatan reaksi (Poedjiadi, 2006).
2. Pengaruh pH
Enzim sebagai protein yang tersusun atas asam amino, maka semua reaksi
enzim dipengaruhi oleh pH dalam kaitannya dengan sifat asam-basa yang
berhubungan dengan protein. Karena enzim merupakan protein yang menyiadakan
banyak tempat pengikatan proton, karena tersusun oleh asam amino yang dapat
mengadakan ionisasi mengikat dan melepaskan proton pada gugus amino, karboksil,
dan gugus fungsional lainnya (Suhartono, 1989 dalam Nurjannah 2013).
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Semua enzim peka terhadap perubahan pH dan nonaktifkan pada lingkungan
pH sangat rendah (asam kuat) dan pH tinggi (basa kuat). Bila aktivitas enzim diukur
pada pH berlainan, makan sebagian besar di dalam tubuh akan menjukkan aktivitas
optimum antara 5.5-9.0. pada pH yang jauh diluar pH optimum, enzim akan
terdenaturasi. Selain itu pada keadaan ini baik enzim maupun substrat dapat
mengalami perubahan muatan listrik yang mengakibatkan enzim tidak dapat
berikatan dengan substrat (Humang, 2013).
Gambar 2.2. Hubungan antara aktivitas enzim dengan pH (Poedjiadi, 2006).
3. Konsentrasi enzim
Konsentrasi enzim yang tinggi dapat meningkatkan kecepatan reaksi akan
tetapi sampai pada batas konsetrasi tertentu. Hasil hidrolisa akan konstan dengan
naiknya konsentrasi enzim. Hal ini karena penambahan enzim sudah tidak efektik
lagi. Bila konsentrasi substrat  dibuat tetap sedangkan jumlah enzim sangat banyak
maka akan terjadi penyimpangan dari ketentuan diatas, karena jumlah substrat tidak
cukup untuk mencapai kecepatan maksimal. Enzim adalah reaktan yang
berkombinasi dengan substrat untuk membentuk kompleks enzim-substrat (ES), yang
akan terutai kembali membentuk produk dan enzim bebas. Pada keadaan yang sesuai,
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kecepatan reaksi yang dikatalisis enzim sebanding dengan konsentrasi enzim (Martin
dkk, 1983).
Gambar 2.3. Pengaruh konsentrasi enzim terhadap aktivitas enzim (Poedjiadi, 2006)
4. Pengaruh konsentrasi substrat
Pada hasil ekperimen menunukkan bahwa dengan konsentrasi enzim yang
tetap, maka pertambahan konsentrasi substrak akan menaikkan kecepatan reaksi.
Akan tetapi pada bakat konsentasi tertentu tidak terjadi kenaikan kecepatan reaksi
walaupun konsentrasi substrat diperbesarkan. Untuk dapat terjadi kompleks enzim
substrat tersbut. Diperlukan adanya kontak antara enzim dengan substrat. Kontak ini
terjadi pada suatu tempat atau bagian enzim yang disebut bagian aktif. Pada
konsetrasi substrat rendah, bagian aktif enzim ini hanya menampung substrat sedikit.
Bila konsentrasi substrat diperbesar, makin banyak substrat yang dapat berhubungan
dengan enzim pada bagian aktif tersebut. Dengan demikian konsentrasi kompleks
enzim substrat makin besar hal ini menyebabkan makin besarnya kecepatan reaksi.
Pada suatu batas konsentrasi substrat tertentu, semua bagian aktif telah dipenuhi oleh
substrat tak jenuh dengan substrat. Bertambah besar konsentrasi kompleks substrat,
sehingga jumlah reaksi-reaksi pun bertambah besar (Poedjiadi, 2006).
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Gambar 2.4 Pengaruh konsentrasi substrat terhadap aktivitas enzim (Poedjiadi, 2006)
D. Tinjauan Umum Asam Fitat
Nama kimia untuk asam fitat adalah myo-inositol 1,2,3,4,5,6,-hexakis
phosphate dengan formula C6H18O24P6. Asam fitat memiki fosfor yang bermuatan
negatif yang besar sehingga asam fitat mampu berikatan dengan banyak kation
divalent, protein dan karbohidrat. Garam dari asam fitat disebut phytate (Grafs et at,
1987 dalam Kerovuo et al, 2000).
Asam fitat secara struktural adalah cincin myo-inositol yang mengikat penuh
6 fosfat disekeliling cincin (Cosgrove, 1980). Rantai C dikelilingi oleh 6 atom fosfat
yang berikatan dengan oksigen dan hidrogen.
Gambar 2.5 Struktur Kompleks Fitat-mineral Menurut Erdman (1979) (a) dan Scott
et al dalam Wahyuni (1995) (b) dalam Indarwati (2000).
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Asam fitat adalah bentuk simpangan fosfor dalam biji-bijian, merupakan
garam mio-inositol asam heksakisfosfat, maupun membentuk komplek dengan
bermacam-macam kation atau protein dan mempengaruhi derajat kelarutan
komponen tersebut (Piliang, 1997 dalam Wulandari, 2011).
Asam fitat merupakan senyawa yang selalu terdapat pada bahan pakan yang
berasal dari tanaman dan merupakan senyawa yang tidak dapat didigestu oleh ternak
monogastrik. Jika jumlah asam fitat yang tidak yang dicerna meningkatkan akan
menimbulkan tambahan biaya pada pakan dengan adanya P yang tidak dicerna. Tidak
terdigestasinya fitat mengakibatkan efek negatif pada digesti mineral dan protein
(Maenz, 2001 dalam Nurjannah, 2013).
Asam fitat mengikat sekitar 80% P dalam biji-bijian, tidak dapat dicerna
dalam saluran pencernaan unggas dan menurunkan nilai nutrient bahan pakan yang
berasal dari tanaman pertanian (Saryska et al, 2005). Senyawa ini mampu mengikat
ion mineral seperti: Mg++, Fe++, Zn++, Mn++, Ca++ (Pallauf et all., 1998), fosfat dan
protein yang berguna bagi pertumbuhan ternak (Deshpande dan Cheryan, 1984).
Ternak nonruminansia tidak mempunyai fitase pada saluran pencernaanya, sehingga
kandungan senyawa fitat tidak bisa dicerna. Hal ini disebabkan karena sifat
Chelating, sehingga senyawa fitat terbuang bersama kotoran dan mencemari
lingkungan (Shin et al, 2001) dalam Nurjannah, 2013).
Asam fitat atau myo-inositol hexakisphosphate merupakan bentuk utama
penyimpanan unsur fosfor yang terdapat pada biji-bijian, serealia, legum, dan oilseed
(Kerovuo et al, 2000). Tanaman sereal, legume, dan oilseeds tersebut antaral lain
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kedelai (Glycine max L) (Raboy and Disckinson, 1993), kacang tanah (Arachis
hypogaea) (Panhwar, 2005), batley (Hordeum vulgare), gandum (Triticum aestivum),
buncis (Phaseolus vulgaris) (Reddy et al, 1982), padi (Oryza sativa), biji jagung (Zea
mays) (O’Dell et al, 1972). Semua jenis tanaman tersebut dapat digunakan sebagai
sumber pakan ternak dan banyak mengandung asam fitat. Hasil penelitian Lolaset et
al (1976) menunjukkan konsentrasi asam fitat dalam kedalai memiliki sedikit variasi.
Dari 15 varietas, kandungan asam fita berkisar antara 1 -1,47% dari berat kering
dengan nilai rata-rat 1,14%. Sedangkan hasil penelitian Harland and Prosky (1979)
menunjukkan konsentrasi asam fitat kedelai lebih tinggi 2,22 %. Hasil lebih rinci
oleh Grenier dan Konietzny (2006) menunjukkan bahwa kandungan asam fitat biji
kedelai dapat mencapai 9,2-16 mg/g butir. Sekitar 50-80% P dalam bungkil kedelai
terikat kompleks asam fitat sehingga dapat menyebabkan masalah pencemaran
lingkungan dan meningkatnya biaya pemeliharaan ternak unggas dan babi (Eeckhout
dan De Paepe, 199 dalam Tyagi and Verma, 1998 dalam Knowlton et al, 2004). Hasil
penelitian Glencross (2004) menunjukkan bahwa sejumlah 19,9 mg/kg P bungkil
kedelai terdapat dalam bentuk kompleks asam fitat.
Asam fitat pada padi terdapat dalam lembaga (germ) dengan kandungan
sebesar 7,6 g 100 g1 dan endosperma sebesar 1,2 g 100 g1 (O’Dell et al, 1972).
Sedangkan konsentrasi asam fitat dalam padi yang terdiri dari pericarop, aleuron dan
lembaga adalah sebesar 5,94 g 100 g1 (Kasim and Edwards, 1998). Berbeda pada
jagung terdapat asam fitat 80% dalam lembaga (germ). Kandungan asam fita sebesar
0,75-2,22% dari berat kering atau 3,67 mg/100g (Sokrab et al, 2011).
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Tabel 2.1 kadungan asam fitat yang terdapat beberapa tanaman menurut Lot et, al.
(2000) dalam Kusumadjaja (2012).
Bahan Makanan Asam Fitat%
Jagung 0,9
Padi 0,89
Kedelai 1,4
Gandum 1,13
Kelapa 2,38
Kacang Tanah 1,9
Kacang Hijau 1,2
Kacang Koro 2,5
Kacang Arcis 1,7
Biji Bunga Matahari 1,9
Biji Wijen 5,3
Biji Kapas 4,8
Selama telah diketahui bahwa beberapa protein dari sereal dan legume
membentuk ikatan antara fitat dengan protein yang dapat mempengaruhi data cerna
protein. Bentuk ikatan tersebut diyakini akan menghambat degradasi enzimatik dari
protein. Hasil menunjukkan bahwa asam fitat mampu menekan pemanfaatan protein
atau asam amino, dengan bentuk kompleks fitat-protein sehingga perubahan
menyebabkan pada struktur protein. Perubahan struktur tersebut akan mengakibatkan
penurunan kelarutan protein, aktivitas enzim dan kecernaan protein (Deshpande and
Damodaran, 1989, Urbano et al, 2000, dalam Greiner and Konietzny, 2011).
Menurut Wyss et al (1999) ada dua aspek yang sangat penting dari asam fitat
dalam konteks nutrisi manusia dan nutrisi lemak yaitu 1). Kelompok hewan
monogastrik memiliki tingkat degradasi enzim fitase yang rendah pada saluran
pencernaan, dan asam fitat tidak diserap sendiri oleh tubuhnya sehingga dalam
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makanan ternak perlu ditambah dengan asupan fosfat anorganik agar dapat
memenuhi kebutuhan fosfat; 2). Asam fitat merupakan faktor antinutrisi. Bentuknya
yang kompleks dengan protein dan berbagai macam ion logam, sehingga dapat
menurunkan ketersediaan nutrisi makanan.
Sedangkan menurut Cosgrove dan Irving (1980) yang menyatakan peranan
fitat pada biji-bijian sebagai berikut: 1) sumber fosfor; 2) untuk penyimpangan
energi; 3) sebagai competitor adenosine trifosfat selama biosintesis phytin ketika
metabolisme biji hambat dan terjadi dormansi; 4) sebagai pengerah kation divalent
yang diperlukan untuk mengontrol proses seluler dan dilepaskan selama
perkecambahan pada tanaman penghasil fitase; 5) sebagai regulator ketersediaan
fosfat anorganik pada biji.
Asam fitat juga memiliki banyak manfaat bagi kesehatan, Tran (2010)
menyatakan bahwa asam fitat memiliki fungsi penting sebagi antioksidan, sehingga
dapat menghambat terjadinya radikal bebas dan kanker. Dua puluh persen fosfor dari
bentuk asam fitat terlah digunakan sebagai antioksidan dan dapat menjadi agen
protektid dalam makanan manusia (Lima-Fhilo et al, 2004). Namu, asam fitat atau
garam fitat merupakan inhibitor bagi enzim pencernaan seperti amilase, α-amilase,
lipase, pepsin, tripsin, maupun kimotripsin. Pengaruh inhibisi asam fitat atau garam
fitat semakin kuat, seiring dengan meningkatnya konsentrasi fitat maupun
bertambahnya gugus fosfat yang terikat pada mio-inositol (Kusumadjaja, 2009).
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E. Tinjauan Umum Fitase
Fitase (EC.3.1.3.8) atau myo-inosito hexakisphosphate phosphohydrolase
pertama kali ditemukan oleh Susuki (1907) dalam penelitiannya tentang hidrolisi
bekatul (Tran, 2010). The Enzyme Nomenclature Committee of the International
Union of Biochemistry menggolongkan dua tipe fitase yaitu 3-Phytase (EC.3.1.3.8):
pada gugus fosfat pertama yang berikatan dengan 3-Phytase (EC.3.1.3.8) terdapat
pada mikroorganisme dan 6-Phytase (EC.3.1.3.26): pada gugus fosfat pertama
berikatan dengan 6-Phytase (EC.3.1.3.26) terdapat pada tanaman (Kerovuo et al.,
2000 dalam Sari, 2012).
Fitase merupakan kelompok enzim phosphatase yang mampu menghidrolisis
asam fitat menjadi monophosphat organik, myo-inosito phosphate rendah (lowe myo-
inositol phosphate), dan myo-inosito bebas. Enzim ini dapat dihasilkan oleh
mikroorgnisme (bakteri, jamur, yeast), jaringan hewan dan tanaman. Beberpa jenis
tanaman yang dapat menghasilkan fitase antara lain jagung, kedelai, padi, kapas,
wheat, dan barley. Pada biji legume dan sereal yang berkecambah, fitat dihidrolisis
oleh fitsase untuk menyediakan unsur P (Kerouvuo, 2000); quan et al. 2002 dalam
Nurjannah, 2013).
Fitase meupakan enzim yang berguna untuk menghidrolisis asam fitat
sebagai zat antinutrisi. Hidrolisis dengan katalisator fitase pada asam fitat. Sifat
antinutrisi asam fitat ini menyebabkan bahan makanan yang mengandung asam fitat
sukar dicerna lambung, sehingga ion fosfat dan mio-inositol dalam bahan makanan
tersebut tidak dapat digunakan oleh tubuh (Indarwati 2000 dalam Nurjannah 2013).
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Fitase pada umumnya digunakan sebagai bahan tambahan pada makanan
ternak untuk meningkatkan kualitas nutrisi bahan pangan dan produk pakan yang
mengandung fosfat, dengan cara mereduksi asam fitat. Menurut Yao et al (2011)
asam fitat memilki ikatan yang komplek dengan pati, protein, dan mineral lain yang
tidak mudah larut sehingga tidak dapat serap oleh usus. Adanya penambahan fitase
akan menghidrolisi asam fitat menjadi 1 molekul inositol, 6 molekul fosfat organik,
ion Ca+, Zn+, dan protein sehingga fosfat dan mineral yang terikat dapat dilepaskan
dan dimanfaatkan oleh tubuh. Lain hanya dengan Kusumadjaja et al, (2009) yang
menyatakan bahwa hidrolis asam fitat oleh fitase, dengan media air akan
menghasilkan mio inositol dan fosfat organik.
(a)
(b)
Gambar 2.6. Hidrolisi asam fitat oleh fitase (a) menurut Yao et al (2011) dalam  Sari,
2012. (b) menurut Kusumadjaja et al. (2009)
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Fitase yang berasal dari mikroorganisme semakin dapat diterima pasar
untuk diaplikasikan dalam pakan, dan sangat efektif dalam meningkatkan
ketersediaan fosfor bagi hewan serta mengurangi polusi yang diakibatkan oleh
pelepasan fitat ke lingkungan (Kusharyoto, 2012 dalam Nurjannah, 2013).
Aktivitas enzim berhubungan langsung dengan perubahan struktur tersier
dari molekul protein enzim. Pada keadaan suhu, pH, dan konsentrasi ion normal,
struktur tersier distabilkan oleh 4 jenis reaksi. Interaksi tersebut ialah ikatan
hidrogen, gaya tarik ion, interaksi hidrofobik, dan jembatan kovalen. Dan berbagai
cara dapat dilakukan untuk meningkatkan aktivitas dan stabilitas enzim, salah
satunya ialah penambahan aditif berupa ion logam (Vihinen dan Manstala, 1989
dalam Setiawihardja et al, 1997).
Ion logam sebagi aditif umunya ditambahkan dalam bentuk garam, misalnya
ion Ca+ dalam bentuk garam klorida (Schwimmer, 1981), kation lain yang diketahui
mengaktifkan enzim adalah Na+, K+, Rb +, Cs +, Mg2+, Zn 2+, Cr3+, Cu2+, Fe2+, Co2+,
Ni2+, dan Al3+. Ion tersebut dapat mengaktifkan enzim karena beberapa perubahan
mekanis antara lain; adanya bagian yang utuh pada sisi aktif, bentuk ikatan rantai
antara enzim dengan substrat, perubahan konstanta keseimbangan pada reaksi,
perubahan muatan permukaan pada protein enzim, digantinya hambatan pada reaksi
yang hilang, digantinya ion-ion logam yang tidak efektif dari sisi aktif atau substrat,
dan keseimbangan konfirmasi dari kurang aktif diganti lebih aktif (Richardson dan
Hyslop, 1985 dalam Thontowi dkk, 2001).
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Mikroba penghasil fitase dapat bekerja pada rentang suhu yang lebar yaitu
35-36 0C atau 95-114 0C (Wodzinski dan Ullah, 1996). Beberapa penelitian
mikroorganisme penghasil fitase yaitu Pseudomonas sp. (Kim et al, 2002)., Bacillus
subtilis (natto) N-77 (Shimizu, 1992)., Bacillus and Paenibacellus (Khianngam, et
al. 2011)., Aeromonas spp. (Supreetha, 2015)., Aerobacter aerogenes (Yoon et al.
1996)., Escherichia coli (Greiner et al. 2000)., Klebsiella aerogenes (Sajidan et al,
2004)., Achromobacter sp. PB-01 (Kumar et al. 2012)., Apergillus niger (Liu et al,
1998)., Fungi enofit Rhizoctonia sp. dan Fusarium verticilliodes (Merlida, et al.
2010). Yeast Saccharomyces cerevisiae (Graf, 1986)., Candida tropicalis, Torulpsis
candida, Debaryomyces castelli, dan Kluyveromyces fragilis (Lambrechts, 1992).,
Schwanniomyces castellii (Segueilha, et al, 1992)., dan Arxula adeninivorans (Sano
et al, 1999).
F. Tinjauan Umum Produksi Fitase
Inokulum adalah agen hayati (living thing) meliputi organisme dan
komponen subselulernya. Mikroba memiliki sifat khas sehingga dapat digunakan
sebagai agen untuk memproduksi bahan-bahan kimia yang diperlukan oleh manusia
atau hewan ternak. Mikroba memiliki kemampuan mesintesis berbagai senyawa di
alam dan juga dapat menghasilkan berbagai jenis enzim yang dapat dimanfaatkan
dalam industri perngolahan makanan, bahan kimia, dan bahan fermentasi. Enzim
yang dihasilkan merupakan katalisator yang mendorong terjadinya proses sintesis
dan perombakan bahan baku. Mikroba industri merupakan kunci kegagalan atau
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keberhasilan suatu fermentasi atau kultivasi. Kriteria mikroba industri merupakan
galur murni, sifat genetik stabil, dapat menghasilkan sel vegetatif, spora atau unit-
unit reproduktif lain, mampu tumbuh dengan cepat setelah diinokulasi, mampu
menghasilkan produk yang diinginkan dalam waktu yang pendek dan tidak
menghasilkan produk sampingan yang toksik, mampu melindungi diri dari
kontaminasi (pH, suhu, inhibitor) dapat disimpan dalam jangka waktu yang panjang,
galur dapat dikembangkan kualitasnya, sehingga produksinya meningkat (Nurcahyo,
2011 dalam Wardhani, 2015).
Secara umum fitase aktif pada suhu 45 0C sampai 60 0C dan pada suhu
tertentu. Adapun bakteri penghasil fitat yaitu salah satunya Bacillus. Bakteri Bacillus
dapat dengan mudah diisolasi tanah dan udara. Mikroorganisme tersebut pada
umumnya dapat tumbuh dengan baik pada media nutrient yang mengandung gula,
asam organik, alkohol, dan lain-lain sebagi sumber karbon utam dan asam amino
sebagai nitrogen.Banyak diantara mikrooganisme dari genus Bacillus yang dapat
memproduksi asam hidrolitik ekstraseluler yang dapat memecah polisakarida, asam
nukrleat, dan lemak yang menyebabkan mikroorganisme tersebut dapat
menggunakan produk-produknya untuk diatur sebagai sumber karbon dan energy
(Brock, 1974 dalam Nurjannah, 2013).
Enzim dibedakan berdasarkan cara dikeluarkannya yaitu enzim induktif dan
enzim konsitutif. Semua enzim pada dasarnya di hasilkan di dalam sel, beberapa
disekresikan  melalui dinding sel dan berfungsi di luar sel. Ada dua tipe enzim
berdasarkan fungsinya atau tempat kerjanya (1) enzim ekstraseluler berfungsi
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melangsungkan perubahan-perubahan pada nutrien sekitarnya sehingga
memungkinkan bagi nutrient tersebut memasuki sel (berfungsi di luar sel) misalnya
amylase mengurangi pati menjadi unit-unit gula yang lebih kecil. (2) enzim
intraseluler berfungsi mesintesis bahan seluler dan mengurangi nutrient untuk
menyediakan energi yang diperlukan sel (Pelczar and Chan 1986 dalam Nurjannah,
2013).
Mikrooganisme pada umumnya dapat tumbuh dengan baik pada media
nutrient yang mengandung gula, asam organik, alkohol, dan senyawa lainnya.
Banyak diantara mikoorgnisme dari genus Bacillus yang dapat memproduksi asam
hidrolitik ekstraseluler yang dapat memecah polisakarida, asam nukleat dan lemak
(Brock, 1974). Menurut dari Hussin A. S. M. et al. (2012) produksi fitase
ekstraseluler oleh Entrobacter sakazakii ASUIA279 dioptimalkan menggunkan
permukaan metodelogi respon permukaan factorial penuh. Menurut A. Pandey et al.
(2001) produksi fitase ekstraseluler dari bakteri Aspergillus niger memiliki berat
molekul sekitar 10 kDa dengan menunjukka pH dan suhu optimal 5.0 dan 55 oC.
Adapun fase-fase pertumbuhan mikroorganisme dalam inkubasi yaitu:
1. Fase tenggang (Fase Lag)
Fase Lag merupakan fase adaptasi dan fase pertumbuhan awal. Pada fase ini
dipengaruhi oleh medium dan lingkungan pertumbuhan. Kecepatan pembelahan sel
masih rendah, apabila bakteri diinokulasi ke dalam medium baru, pembiakan
biasanya tidak langsung terjadi tumbuh. Fase tenggang adalah periode penyesuaian
35
pada lingkungan dan lamanya dapat satu jam hingga mengikuti kuva logaritmik
(Volk and Wheeler, 1993 dalam Nurjannah, 2013).
2. Fase eksponensial (Fase Logaritmik)
Fase log  merupakan fase pertumbuhan cepat dan didalamnya bisa diamati
ciri khas sel-sel bakteri yang aktif atau yang tumbuh dalam medium. Waktu generasi
suatu mikrooganisme dapat di tentukan selama fase ini. Penentuan generasi mikroba
dilakukan fase log tersebut. Artinya di luar dari fase ini tidak dapat digunakan untuk
menentukan waktu generasi dan kecepatan pertumbuhan spesifik. Salah satu ciri
pertumbuhan eksponensial adalah laju peningkatan sel berjalan lambat pada awal
pertumbuhan lalu meningkat secara cepat dengan bertambahnya waktu (Ali, 2003
dalam Nurnajjah, 2013).
3. Fase tetap (Fase Stasioner)
Fase ini populasi mikroba menjadi besar dan banyak dalam medium, laju
pertumbuhan berkurang dan beberapa sel mati. Apabila laju pertumbuhan sama
dengan laju kematian, maka jumlah keseluruhan bakteri tetap. Dengan kata lain
kecepatan tumbuh sama dengan kecepatan kematian sel (Schlegel and Schmidt,
1994). Hal ini disebabkan berkurangnya substrat, kepadatan populasi sel sangat
tinggi, tekanan persial oksigen yang rendah serta adanya akumulasi produk yang
toksi. Bola sel mencapai fase ini, maka laju metabolismenya menurun. Umumnya
sel-sel bakteri lebih resisten terhadap tekanan lingkungan misalkan kenaikan suhu,
tekanan osmotik dan tingginya konsentrasi hydrogen peroksida (Ali, 2003 dalam
Nurjannah, 2013).
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4. Fase Kematian
Fase ini jika pembiakan diinkubasi terus-terus menerus, setelah populasi sel
mencapai fase stasioner maka tidak akan melakukan kegiatan metabolism tetapi sel-
sel justru mengalami fase kematian. Pada fase ini terjadi akumulasi toksik, nutrisi
dalam medium sudah habis dan energi cadangan dalam sel habis sehingga banyak sel
yang mati. Jumlah sel yang mati bertambah secara eksponensial. Dalam fase ini sel
hidup hanya dapat bertahan untuk sementara, waktu generasi sangat lama bahkan
tidak ada sama sekali (Stanbuty and Whitaker, 1989, dalam Nurjannah, 2013).
G. Tinjauan Umum Bakteri Endofit Burkholderia lata
Endofit berasal dari bahasa Yunani, “Endo” berarti di dalam “Fit” (phyte)
berarti tumbuhan. Bakteri endiofit hidup di dalam jaringan vaskuler tumbuhan tanpa
menyebabkan efek negatif. Hubungan simbiosi antara bakteri dan tumbuhan
memungkinkan bakteri menghasilkan senyawa bioaktif yang sama seperti
terkandung di dalam tumbuhan inangya (Barbara dan Christine, 2006 dalam Pratiwi,
2015).
Peranan mikroorganisme endofit dalam memacu perumbuhan tanaman telah
banyak mendapat perhatian sehingga mikrooganisme endofit dapa dimanipulasi
untuk meningkatkan produktivitas tanaman jgung (Tarabily et al., 2003). Menurut
Stelre et al., (1995) dalam Susilawati (2003), pemanfaat mikroba endofit dalam
memproduksi senyawa aktif memilki beberapa kelebihan antara lain  lebih cepat
menghasilkan dengan mutu yang seragam, dapat diproduksi dalam skala besar, di
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peroleh komponen bioaktif baru dengan memberikan kondisi yang berbeda
(Khairani, 2009).
Setiap tanaman tingkat tinggi dapat mengandung beberapa mikroba endofit
yang mampu menghasilkan senyawa biologi atau metabolit sekunder yang diduga
sebagai akibat koevolusi atau tansfer genetik (Genetic recombination) dari tanamaan
inangnya ke dalam mikroba endofit (Tan, dkk. 2001). Sekitar 3000 jenis tanaman
yang terbesar dimuka bumi ini, masing-masing tanaman mengandung satu atau lebih
mikroba endofit yang terdiri dari bakteri dan jamur (Strobel dkk., 2003).
Seperti halnya pada penenelitian Nurhikma dan Harvianti (2017) yang telah
mengisolasi bakteri endofit tanaman jagung (Zea mays) dan diskriniing dari setiap
organ tanaman (mulai akar, batang, daun dan biji) sehingga didapatkan 4 bakteri
yang memiliki kemampuan mendegradasi asam fitat (Ca-Fitat) dan memiliki indeks
fitatik tertinggi dengan melihat aktivitas zona bening pada (gambar 2.7). Semua
isolat bakteri didapatkan telah dikarakterisasi secara morfologi, uji biokimia dan
diidentifikasi secara molekuler 16S rRNA.
Gambar 2.7. Zona Bening isolat (a) Burkholderia lata, (b) Pantoea stewartii subsp
indologenes, (c) Enterobacter ludwigii, (d) Enterobacter cloacae subsp
dissolven.
b c da
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Dari ke-4 isolat bakteri endofit bahwa bakteri Burkholderia lata dengan kode akar
10-7 KL.7 yang memiliki indeks fitat dengan zona bening yang tinggi (IF 1,365 cm).
Dengan itu bakteri Burkholderia lata dan pemanfaatanya masih sangat jarang
dilakukan. Sampai saat ini belum pernah ada penelitian yang melaporkan bahwa
Burkholderia lata dapat mengsilkan enzim fitase sehingga hasil memberikan bukti
penemuan baru bahwa bakteri Burkholderia lata yang diisolasi dari tanaman jagung
(Zea mays) bagian akar dapat menghasilkan enzim fitase.
Genus Burkholderia tersebar luas diberbagai ekologi, namun paling banyak
ditemukan dalam tanah dan menunjukkan interaksi non-patogenic terhadap tanaman.
Burkholderia juga mampu melarutkan mineral dalam tanah dengan menghasilkan
asam organik, serta meningkatkan ketersediaan nutrisi untuk tanaman sehingga
sangat menjanjikan untuk dimanfaatkan dalam bidang bioteknologi (Rambola et al.
2014). Burkholderia adalah genus bakteri endofit yang paling sering ditemui dan
mampu menghasilkan senyawa bioaktif, salah satunya berpotensi sebagai senyawa
antimikroba (Ryan et al., 2007).
Genus Burkholderia terdiri lebih dari 40 spesies yang berbeda, yang
menempati beragam ekologi dialam. Genus Burkholderia terdapat pada tanah, air,
rizosfer, tanaman, sebagai bakteri endofit pada akar dan tunas, dan juga terdapat di
miselia jamur. Semakin banyak hubungan simbiotik genus Burkholderia yang
dilaporkan, sifat biologis dan metabolisme Burkholderia dapat dimanfaatkan untuk
biokontrol, pertumbuhan tanaman dan bioremediasi (Vandemme, 2006).
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Bakteri Genus Burkholderia telah dilaporkan bertindak sebagai salah satu
bakteri endofitik penting pada tanaman padi, jagung dan tebu (Mansila, 2015). Genus
Burkholderia juga telah dilaporkan dalam penelitian (Graminho et al, 2015) yang
menyatakan berdasarkan analisis biokimia dan genetik mengungkapkan bahwa
bakteri dari genus Burkholderia termasuk bakteri yang dapat menghasilkan fitase.
Dari beberapa laporan mengenai bakteri-bakteri dari genus Burkholderia,
bahwa bakteri-bakteri dari genus Burkholderia tersebut mampu berasosiasi dengan
rhizospere tanaman dan bakteri dari spesies ini dilaporkan juga dapat berkontribusi
untuk pertumbuhan tanaman dengan membebaskan fosfat darisenyawa organik tanah
seperti asam fitat (Unno et al.,2005). Meskipun beberapa strain dari genus
Burkholderia dilaporkan dapat mendegrasi asam fitat (Unno et al.,2005). Akan tetapi
hanya ada satu laporan yang melaporkan tentang karakteristik enzim fitase yang
dihasilkan dari genus Burkholderia tersebut yaitu bakteri Burkholderia sp strain a13
(Graminho et al., 2014).
Enzim murni yang dihasilkan oleh bakteri Burkholderia sp strain a13
menunjukkan aktivitas spesifik 174.1 U mg-1. Enzim fitase yang dihasilkan dari
bakteri tersebut adalah monomer. Kondisi optimal suhu dan pH bakteri Burkholderia
sp strain a13 dalam menghasilkan enzim fitase adalah pada suhu 45-55ºC dan pH
4,5. Enzim fitase dapat stabil pada suhu 4ºC (Graminhoet al., 2014).
Burkolderia lata merupakan bakteri Gram negatif yang berbentuk batang
dan merupakan bakteri aerobik. Koloni bakterinya bersifat lembab serta berpigmen
kuning dan terkadang ada yang berpigmen kuning-keunguan. Bakteri ini dapat
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tumbuh baik pada suhu 30ºC-37ºC dan tidak dapat bertahan pada suhu 40ºC
(Vanlaere, et a.l, 2009).
Burkholderia lata memiliki aktivitas oksidase dan lisidekarboksilase, tetapi
tidak ada aktivitas tryptophanase, arginin dihydrolase atau kegiatan urease dalam
metabolismenya. Beberapa strain dari Burkholderia lata dapat mengasimilasi D-
glucosa, D-manosa, D-manitol, N-asetilglukosamin, D-Burkholderiagluco (nate,
adipat, L-malat dansitrat, sedangkan asimilasi maltosa, L-arabinosa, kaprat dan
phenylacetate tergantung dari strain dari Burkholderia lata. Pengasaman dari D-
glukosa, maltosa, laktosa dan xylose sedang dalam proses pengamatan. Pengasaman
dari sukrosa dan adonitol tergantung strain dari organisme ini. Reduksi nitrat
tergantung strain dari organisme tersebut (Vanlaere et al., 2009).
Adapun klasifikasi dari bakteri Burkholderia lata adalah sebagai berikut:
Kingdom : Bacteria
Phylum : Proteobacteria
Class : Beta Proteobacteria
Order : Burkholderiales
Family : Burkholderiaceae
Genus : Burkholderia
Species : Burkholderia lata (Vanlaere, et al., 2009).
41
H. Kerangka Pikir
INPUT
Tumbuhan dimanfaatkan kebutuhan hidup manusia dan
hewan ternak, bahan pangan (serelia) salah satu
tanaman jagung yang terdapat bakteri endofit
menghidrolis asam fitat menjadi fitase yaitu
Burkholderia lata.
Produksi fitase oleh mikroorganisme dipengaruhi oleh
faktor internal dan eksternal, begitupun aktivitasnya.
Asam fitat yang senyawa yang kompleks dalam
tanaman. Asam fitat bentuk utama penyimpangan
fosfor 50-80% yang mampu mengikat fosfor, protein
dan mineral lainnya, sehingga berdampak negatif pada
percernaan hewan monogastrik dan lingkungan.
Enzim fitase yang mampu mendegradasi asam fitat
menjadi mio inosito dan fosfat organik, yang dihasilkan
oleh mikroorganisme, tanaman dan jaringan hewan.
Fitase dapat meningkatkan kualitas nurtisi pakan dan
membantu pencernaan ternak monogastrik.
Optimlaisasi Produksi dan Aktivitas enzim fitase:
 Peremajaan: inokulasi bakteri endofit  medium
LB Cair 3 hari 37 0C dan pH 7 180 rpm  fase
bakteri Optical Diesenty (OD).
 Optimalisasi  media produksi  fitase (mengubah
sumber fitat dan sumber nitrogen dalam (PPM+
glukosa )  inkubasi 62 jam
 SentrifugasiUkur protein dan aktivitas 
Spektofometer UV-Vis
PROSES
Enzim kasar fitase optimum.OUTPUT
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BAB III
METODE PENELITIAN
A. Jenis dan Pendekata Penelitian
Penelitian ini merupakan jenis penelitian kuantitatif dengan pedekatan
deskriftif. Lokasi penelitian ini dilakukan pada laboratorium mikrobiologi fakultas
sains dan teknologi universitas islam negeri (UIN) alauddin makassar Samata-Gowa.
B. Variabel Penelitian
Penelitian ini terdiri dari dua variable: variabel terikat yaitu aktivitas enzim
fitase, dan variabel bebas yaitu variasi sumber fitat dan sumber nitrogen.
C. Rancangan Penilitian
Penilitian ini disusun dengan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL)
dengan pola faktorial yang terdiri dari 2 faktor, masing - masing faktor dilakukan
pengulangan sebanyak 2 kali yaitu:
1. Sumber fitat: Kalsium fitat (A1), bekatul padi (A2), bekatul jagung (A3), dan
kedelai (A4).
2. Sumber nitrogen: (NH4)2SO4 (B1), Yeast Extract (B2), dan Pepton (B3).
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Berdasarkan kombinasi kedua faktor tersebut diperoleh perlakuan sebagai
berikut:
Tabel 3.1 Kombinasi Perlakuan Fitat dan Nitrogen
Nitrogen (B)
Fitat (A)
B1 B2 B3
A1 A1B1 A1B2 A1B3
A2 A2B1 A2B2 A2B3
A3 A3B1 A3B2 A3B3
A4 A4B1 A4B2 A4B3
D. Defenisi Operasional Variabel
Adapun defenisi operasional variabel, antara lain:
1. Produksi Fitase: kemampuan bakteri mendegrasi asam fitat untuk menghasilkan
enzim kasar fitase dari fermentasi isolasi bakteri Burkholderia lata .
Menggunakan media PPM (Phytase Production Medium) dengan pH 7, suhu
inkubasi 37 oC selama 62 jam pada inkubator shaker, kemudian disentrifugasi
5000 rpm selama 35 menit suhu 4 oC.
2. Aktivitas Fitase: kemampuan fitase menghidrolisis asam fitat menjadi 1 molekul
inositol, 6 molekul fosfat anorganik, ion Ca+, Zn+, dan protein. Jadi P anorganik
yang dapat dibebaskan oleh setiap ml larutan enzim kasar fitase dalam kondisi
yang ditentukan. Variasi sumber fitat dan sumber nitrogen. Pengukuran
menggunakan spektofotmeter UV-Vis.
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3. Sumber fitat: asam fitat merupakan substrat utama dalam penelitian ini, sehingga
dilakukan vasiasi fitat yang digunakan, baik terdapat dalam tanaman pangan
pertanian Serealia untuk memudahkan dalam produksi enzim fitase.
4. Sumber nitrogen: Nitrogen termasuk makromolekul salah satu kebutuhan utama
pertumbuhan mikroba mencakup asam amino, protein, atau senyawa bernitrogen,
sehingga penelitian ini menggunakan berbagai sumber nitrogen dalam membantu
hidrolisis asam fitat pada produksi enzim fitase.
E. Metode Pengumpulan Data
Pada penelitian ini, pengumpulan data dilakukan dengan cara observasi
(pengamatan) dan purposif sampling yakni pemilihan sampel yang didasarkan
dengan tujuan dan sudah di pertimbangkan dari peneliti.
F. Alat dan Bahan
1. Alat
Alat yang digunakan adalah Laminaryair flow (LAF), inkubator, oven,
shaker inkubator, sentrifuge dingin dan tabung sentrifuge, magnetik stirer, hot plate,
vorteks, spektrofotometer UV-Vis Genesys 10S, autoklaf, neraca analitik, lemari es,
freezer, labu takar, erlenmeyer, gelas baker, tabung reaksi, jarum inokulum/ose (ose
lurus dan bulat), mikropipet, tip, botol vial, pembakar spritus, korek api, sarung
tangan, corong, vortex, corong, kertas saring, rak tabung, batang pengaduk, pH
meter,stopwacth dan cawan petri.
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2. Bahan
Bahan yang digunakan yairtu isolat Burkholderia lata pengahsil fitase dari
endofit akar tanaman jagung (Zea mays) koleksi dari laboratorium mikrobiologi
jurusan biologi fakultas sains dan teknologi UIN Alauddin Makassar, ekstrak kasar
enzim fitase, media agar miring luria bertani (LB) padat dan cair, media fermentasi
atau Phytase Production Medium (PPM), reagen Bradford, coomasie brilian blue
(CBB) G-250, etanol 95%, asam fosfor 85%,  larutan standar BSA (Bovine Serum
Albumin), 10 ml larutan buffer Tris-HCl 0,1 M pH 7 mengandung 2 mM Ca-fitat dan
1 mM CaCl2, trikloroasetat (TCA) 5%, reagen warna besi sufat-molybdat. Bahan
lainnya aluminium foil, kapas, tissue roll, es kristal, kertas saring, alkohol 96 %,
alkohol 70%,  plastik sils dan akuades steril, dan karet gelang.
G. Prosedur Kerja
1. Sterilisasi alat dan bahan
Alat-alat yang akan digunakan dicuci sampai bersih kemudian dikeringkan
dan disterilisasi. Alat-alat yang tidak tahan panas seperti alat gelas dibungkus dengan
kertas disterilkan dalam oven suhu 160-180oC selama 2 jam. Medium, alat-alat dan
bahan yang tidak tahan suhu tinggi seperti plastik disterilkan dalam autoklaf pada
suhu 121oC selama 15 menit pada tekanan 2 atm. Dalam pengerjaan dilakukan secara
aseptik meggunakan senyawa alkohol dengan menyemprotkan ke ruangan LAF.
Sedangkan alat dari logam seperti ose atau jarum inokulu disterilkan pada lampu
spritus.
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2. Pembuatan media produksi fitase
a. Media pertumbuhan yang Luria Bertani (LB) padat yang komposisinya: bakto
agar 2% pepton 1%, yeast extract 0,5%, dan NaCl 1%. Sedangkan pembuatan LB
cair tidak ditambahkan bakto agar (El. Toukhy et al. 2013 dan kusumadjaja
2009).
b. Media produksi fitase PPM (Phytase Production Medium) modifikasi dari media
PSM (Phytase Skreening Medium) yang komposisinya: glukosa 1,5%, NH4SO4
0,5%, KCl 0,05%, MgSO4 0,05%, NaCl 0,01%, CaCl2 0,001, FeSO4 0,001%,
MnSO4 0,001, dan Ca-fitat 0,5% sebagai induser asam fitat (Singh NK  et. al,
Kerovuo, 1998 dan El. Toukhy et al. 2013).
c. Semua media dihomogenkan menggunakan hot plate dan stirrer, lalu mengatur
pH media menjadi 7 dengan menggunakan NaOH dan HCl, kemudian
dimasukkan dalam Erlenmeyer dan disterilkan dalam autoklaf dengan suhu
121oC selama 15 menit pada tekanan 2 atm
3. Peramajaan dan penentuan kurva pertumbuhan bakteri
a. Peremajaan bakteri
Bakteri yang akan diremajakan untuk stok kultur, diambil 1 ose isolat murni
Burkholderia lata kemudian digoreskan pada media agar miring Luria Bertani (LB)
padat steril, lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37oC.
b. Penentuan kurva tumbuh bakteri
Kurva pertumbuhan dibuat dengan cara mengukur kerapatan optik (Optical
Density OD). Stok kultur bakteri Burkholderia lata diinokulasi dalam media 150 mL
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LB cair sebanyak 5 ose isolate, kemudian diinkubasi dalam shaker incubator
diagitasi 180 rpm pada suhu 37oC. Nilai OD diukur dengan interval 2 jam diawali
dari 0 jam dengan mengambil 2 ml kemudian diukur absorbansi menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm sampai memperoleh satu
seri OD yaitu metode turbidimetrik, sehingga didapat kurva standar pertumbuhan
yang merupakan hubungan antara jumlah sel per milliliter dengan nilai OD, blanko
dibuat medium steril (Wang et al., 2004 dalam Kusumadjaja 2009).
4. Produksi ekstrak kasar enzim fitase
Produksi ekstrak kasar fitase dilakukan dengan cara yaitu sebagai berikut:
a. Pembuatan starter bakteri
Pembuatan starter diawali dengan cara 5 ose isolat Burkholderia lata dari
medium agar miring diinokulasikan ke dalam medium 150 mL LB cair baru
kemudian diinkubiasi pada inkubator shaker dengan diagitasi 180 rpm pada suhu
37oC sampai bakteri mencapai fase stasioner yaitu 62 jam dan di simpan sebagai
starter pada saat produksi fitase.
b. Produksi Enzim
Sebanyak 5 ml starter bakteri diinokulasi pada variasi produksi (PPM) 100 ml
kemudian dinkubasi pada shaker incubator 180 rpm selama 3 hari dari fase stasioner
(62 jam) kurva tumbuh bakteri dengan suhu 37oC (Muthuraman, 2013 dan Singh et
al, 2013). Kultur sel-sel bakteri yang telah diinkubasi dipisahkan dari medium
dengan cara diambil 10 ml kemudian disentrifugasi 5000 rpm selama 35 menit pada
suhu 4oC, Lalu diperoleh 2 bagian yaitu supernatan dan pelet/endapan. Supernatan
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berbentuk cair yang terdapat bagian atas merupakan ekstrak kasar enzim
(Ekstraseluler). Supernatan yang diperoleh diukur kadar protein dan uji aktivitasnya.
Pengukuran kadar protein untuk memastikan bahwa enzim bagian dari protein dan
mengetahui kadar protein supernatant tersebut. Setalah itu di uji aktivitasnya
dilakukan untuk mengetahui kerja enzimatik pada supernatant (El-Touky et al, 2013
dan Kusumadjaja, 2012).
5. Penentuan kadar protein dengan metode Bradford
a. Pembuatan reagen bradford
Ditimbang 0,1 g Coomessie Briliant Blue (CBB) G-250 kemudian dilarutkan
dalam 50 ml etanol 96 % (v/v), lalu ditambahkan 100 ml asam fosfat 85% (v/v). dan
diencerkan mencapai 1 liter. kemudian campuran dihomogenkan sampai merata lalu
disaring dengan kertas saring, penyaringan diulang beberapa kali untuk memisahkan
komponen pereaksi yang berwarna biru. Pereaksi bradford harus berwarna coklat
muda bening dan di simpan dalam botol gelap pada suhu rendah 4oC (Bintang,
2010).
b. Pengukuran kurva standar protein
Ditimbang 0,01 g Bovine Serum Albumin (BSA) kemudian dilarutkan dengan
10 ml aquadest steril lalu divorteks untuk menghomogenkan sehingga diperoleh
larutan induk BSA artinya sudah konsentrasi 1000 ppm. Untuk membuat konsentrasi
100 ppm, Larutan induk diencerkan diambil 0,5 ml dan ditambahkan 4,5 ml aquadest
steril sehingga diperoleh larutan stok BSA 100 ppm. Dari larutan stok tersebut dibuat
lagi deret standar protein dengan konsentrasi 0, 5, 20, 40, 60, 80, dan 100 ppm
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menggunakan rumus pengenceran M1.V1 = M2.V2 dimasukkan dalam tabung yang
berbeda, Kemudian masing-masing seri deret standar diambil 0.1 ml tabung yang
berbeda lalu masing-masing ditambahkan 5 ml pereaksi Bradford, lalu divorteks dan
didiamkan pada suhu ruang selama ±10 menit. Pereaksi bradford memberikan efek
warna biru untuk mendeteksi adanya protein dan di ukur absorbansinya pada
spektrofotometer panjang gelombang 595 nm dan sebagai blanko adalah 0 ppm.
Penentuan kurva standar menggunakan regresi linear, yang di dapatkan dari
persamaan matematik larutan standar protein dan nilai absorbansi standar yang akan
digunakan pengukuran kadar protein pada sampel.
c. Pengukuran sampel
Sampel diambil 0,1 ml ekstrak kasar enzim dan ditambahkan 5 ml reagen
Bradford, lalu divortex dan didiamkan ±10 menit. Absorbansi larutan sampel protein
diukur pada panjang gelombang 595 nm dan dibuat blanko dari 0 ppm standar
protein. Dengan persamaan metematik dari kurva standar protein, akan didapatkan
kadar protein terlarut yang terkandung dalam larutan ekstrak kasar enzim
(supernatant).
6. Penentuan aktivitas fitase dengan kadar fosfat
a. Pembuatan reagen warna besi sulfat-molibdat biru
Pembuatan reagen ini dilakukan dengan cara membuat larutan yang berbeda:
1) Ditimbang 7,5 g amonium molybdat dilartukan dalam 400 ml aquadest steril,
kemudian dihomogenkan dan perlahan-lahan ditambahkan 22 ml asam sulfat
(H2SO4), lalu diencerkan mencapai 500 ml dengan aquadest steril sehingga terbentuk
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warnanya hijau (stok amonium molybdat). 2) ditimbang 2,7 g FeSO4 dilarutkan
dalam 100 ml aquadest steril sehingga terbentuk warna kuning (Stok Besi Sulfat).
Masing larutan di simpan pada botol gelap dan suhu rendah 4 oC sampai 1 bulan.
Pembuatan pereaksi warna molybdat kedua larutan dicampur amonium molibdat dan
besi sulfat dengan perbandingan 4:1 (Muthurama et al. 2013 and  Shimizu, mikio
1992).
b. Pengukuran kurva standar fosfat
Ditimbang 0,3834 g kalium dihidrogen fosfat (KH2PO4) di larutkan dalam
100 ml aquadest steri  sebagai larutan induk dengan konsentrasinya 1000 ppm.
Kemudian encerkan lagi dalam 100 kali. Jadi 10 ml larutan induk diencerkan dengan
aquadest steril mencapai 100 ml sebagai larutan standar dengan konsentrasi 10 ppm
mengandung 0,03834 g.
Setiap kurva standar dibuat dengan diambil 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 3, dan 4
ml larutan fosfat standar, masing-masing dimasukkan dalam setiap labu erlenmeyer
kemudaian ditambahkan 6,25 pereaksi warna molybdat. Larutan dihomogenkan dan
didiamkan selama ±10 menit pada suhu ruang. Lalu masing-masing diencerkan
dengan aquades steril sampai volume mencapai 25 ml. kemudian ukur absorbansi
pada spektrofotometer dengan panjang gelombang 700 nm
c. Pengukuran aktivitas sampel
Sampel diambil 0,15 ml supernatan inkubasi dengan substrat 0,6 ml larutan
buffer Tris-HCl 0,1 M pH 7 yang mengandung 2 mM Ca-Fitat dan 2 mM CaCl2 pada
suhu 37oC selama ±30 menit. Setelah diinkubasi reaksi dihentikan dengan
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ditambahkan 0,75 TCA 5%, dan terakhir ditambahkan 1,5 ml reagent warna
molybdat. kemudian diukur absorbansinya menggunakan spektofotometer UV-Vis
pada panjang gelombang 700 nm (Shimizu, 1992., Muthuraman et al, 2013., Singh
NK et. al, 2013., El Toukhy, et. al, 2013., Selvamohan T. et. al, 2012., Sajidan, 2000
dan Hussin, 2102).
7. Optimalisasi produksi aktivitas ekstrak kasar enzim fitase
Dilakukan hal yang sama pada produksi fitase dengan mengubah komposisi
media PPM sumber substart fitat Ca-Fitat 0,5% dan sumber nitrogen ammonium
sulfat (NH4)2SO4 0,5%. Variasi yang digunakan diganti sumber substrat fitat alami
tanaman pangan serealia yang mempunyai kandungan asam fitat tinggi dan banyak
digunakan dalam susunan ransum pakan unggas yaitu bekatul padi, bekatul jagung,
dan kedelai. Sedangkan variasi sumber nitrogen yaitu yeast extract dan pepton
dengan konsentasi tetap. Dinkubasi pada inkubator shaker diagitasi 180 rpm dengan
suhun 37oC selama fase stasioner kurva tumbuh bakteri (62jam).
H. Teknik Pengolahan dan Analisis Data
Pengolahan data penilitian disajikan dalam bentuk tabel dan grafik yang
dianalisa secara deskristif. Aktivitas fitase dinyatakan Satu unit enzim fitase (UI)
didefanisikan sebagai jumlah enzim yang dibutuhkan untuk membevaskan 1
mikromol (µM) fosfor anorganik (Pi) per menit pada kondisi pengujian.
Pengukuran aktivtas fitase dan kadar protein ditentukan dengan cara
mesubstitusi data absorban ke dalam persamaan regresi linear dari kurva larutan
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standar. Kurva larutan standar didasarkan pada data larutan standar protein albumin
(BSA) dengan panjang gelombang 595 nm dan data larutan standar fosfat (KH2PO4)
dengan panjang gelombang 700 nm.
Dimana:       y = ax - b                    Keterangan:= y = Absorbansi
x = aktivtas fitase (U/mL) dan kadar
protein (mg/mL)
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BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN
A. Hasil Penelitian
Penelitian ini menggunakan satu isolat bakteri untuk memproduksi fitase
yaitu Burkholderia lata strain HF pengahasil fitase yang berasal bakteri akar endofit
tanaman jagung (Zea mays) Bakteri tersebut dipilih berdasarkan penelitian Nurhikma
dan Harvianti (2017) bahwa bakteri Burkholderia lata dengan kode akar 10-7 KL.7
yang memiliki indeks fitat dengan zona bening yang tinggi (IF 1,365 cm). Penamaan
bakteri tersebut diubah karena berdasarkan hasil blast menunjukkan bahwa analisi
gen hanya memiliki kemiripan 98% bakteri Burkholderia lata strain 383, artinya
bakteri tersebut tidak 100% sama dengan bakteri Burkholderia lata strain 383 karena
adanya gen-gen yang berbeda atau adanya mutasi gen sehingga urutan basa
nukleutidanya berbeda. Selain itu, bakteri tersebut pemanfaatanya masih sangat
jarang dilakukan. Sampai saat ini belum pernah ada penelitian yang melaporkan
bahwa bakteri yang ditemukan dapat mengsilkan enzim fitase sehingga hasil
memberikan bukti penemuan baru bahwa bakteri yang diisolasi dari tanaman jagung
(Zea mays) bagian akar dapat menghasilkan enzim fitase dan sampel yang diambil
dari Balai Pertanian Tanaman Serealia Kab. Maros Sulawesi Selatan. maka nama
bakteri yang digunakan adalah Burkholderia lata strain HF. Simbol HF itu sendiri
berdasarkan nama Hafsan, S.Si., M.Pd. pembimbing dari penelitian yang mengisolasi
bakteri endofit akar tanaman jagung (Zea mays).
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1. Kurva tumbuh bakteri Burkholderia lata strain HF
Perbuatan kurva pertumbuhan bakteri diperlukan untuk menentukan waktu
pertumbuhan yang tepat pada tahap produksi. dengan ini dapat diketahui waktu
inkubasi bakteri Burkholderia lata agar menghasilkan enzim fitase dalam jumlah
optimal dan aktivitas yang tinggi. Pertumbuhan bakteri diamati dengan mengukur
kerapatan optik OD (Optical density) pada medium Luria Bertani (LB) dengan
interval waktu tertentu, sehingga didapat nilai OD yang konstan. Nilai OD yang
konstan menunjukkan bahwa pertumbuhan sel bakteri tersebut telah mencapai pada
fase stasioner, dimana pada fase ini tampak pada (Gambar 4.1) artinya pertumbuhan
selnya tetap dimana sel yang mati sama dengan jumlah sel hidup. Bakteri
Burkholderia lata starin HF dinokulasi pada medium LB kemudian diagitasi pada
inkubator shaker 180 rpm suhu 37 oC. Pengukuran OD dengan interval 2 jam.
Penentuan kurva pertumbuhan bakteri dibuat dengan membuat tabel antara waktu
inkbuasi terhadap absorbansi OD, maka diperoleh grafik sebagai berikut:
Gambar 4.1 Kurva tumbuh Burkholderia lata yang konstan yaitu di jam 62
Fase Logaritmik
Fase Eksponensial
Fase Stasioner
62 Jam
Fase
Kematian
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2. Optimalisasi produksi dan aktivitas fitase terhadap variasi media
Burkholderia lata strain HF
Penelitian ini mengoptimalisai produksi fitase pada variasi media PPM
(Phytase Production Medium) sumber fitat dan sumber nitrogen. Tujuan optimalisasi
untuk mengetahui media yang memiliki aktivitas yang tinggi dalam produksi fitase
dan dilakukan 2 kali ulangan. Penelitian ini diawali dengan pembuatan starter bakteri
dengan cara bakteri diremajakan pada medium LB cair yang diinkubasi sampai fase
stasioner (62 jam) dari hasil kurva tumbuh bakteri Burkholderia lata strain HF,
kemudian 5 mL starter dinokulasi pada variasi medium PPM. Kemudian diinkubasi
pada inkubator shaker 180 rpm suhu 37 oC selama 62 jam, setelah diinkubasi diambil
10 mL hasil fermentasi, lalu disentrifugasi 5000 rpm selama 35 menit dan didapatkan
supernatant yang merupakan ekstrak kasar fitase, kemudian diukur kadar protein  dan
aktivitas fitase, maka diperoleh hasil yang optimum pada grafik sebagai berikut:
Gambar. 4.2 Aktivitas Fitase dan kadar protein Burkholderia lata terhadap variasi
media (sumber fitat dan sumber nitrogen)
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B. Pembahasan
Berdasarkan hasil penelitian Nurhikma dan Harvianti (2017) bahwa bakteri
Burkholderia lata strain HF memeliki ciri-ciri bentuk coccus dan termasuk bakteri
bersifat gram negatif (-). Hasil molekuler analisi gen 16S RNA: bakteri endofit akar
10-7 kl.7 asal tanaman jagung (Zea mays) bahwa memiliki kemiripan 99% dengan
spesies bakteri Burkholderia lata dengan strain HF, dimana bakteri tersebut sebagai
penghasil fitase yang pertama.
1. Pertumbuhan bakteri Burkholderia lata starin HF
Setiap mikroorganisme memiliki fase pertumbuhan yang berbeda,
tergantung jenis strain mikroogenisme itu sendiri. Media pertumbuhan merupakan
substrat yang terdiri atas campuran nutrisi yang diperlukan pertumbuhan
mikroorganisme. Umumnya mengandung nutrisi seperti air, sumber energi, nitrogen,
sulfur fospat, oksigen, hidrogen, serta mineral. Mikrooganisme memanfaatkan nutrisi
yang disediakan dari media berupa molekul-molekul yang selanjutnya dirakit untuk
menyusun komponen sel dan memperbanyak diri sehingga sel-sel tersebut dapat
dimanfaatkan. Adanya media pertumbuhan dapat dilakukan isolasi mikroorganisme
menjadi kultur tunggal dan juga memanipulasi mikrooganisme yang didapatkan
untuk kepentingan tertentu (Hafsan, 2014)
Pada menelitian ini membuat kurva petumbuhan bakteri untuk menentukan
waktu inkubasi bakteri Burkholderia lata pada saat produksi enzim fitase. Dilakukan
kurva pertumbuhan bakteri dengan mengamati dan mengetahui kekeruhan sel bakteri
yang terdapat dalam larutan media secara tuberbidmetri. Pengukuran secara
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turbidimetri dilakukan dengan mengukur kekeruhan media menggunakan
spektrofotometer. Bakteri yang bermultifikasi pada media cair akan menyebabkan
media menjadi keruh. Pada pengukuran spektrofotometer digunakan dengan cara
memabandingkan densitas optik (optical density OD) antara media tanpa
pertumbuhan bakteri dan media dengan pertumbuhan bakteri. Secara pembacaan
spektrofotometer, cahaya yang dapat mengenai sel-sel bakteri dalam suspensi akan
dihamburkan, sedangkan cahaya yang lolos akan terbaca pada galvanometer,
Sehingga semakin sedikit jumlah sel bakteri dalam suspensi, maka semakin besar
intensitas cahaya yang lolos dan semakin tinggi pula absorbansinya atau kerapatan
optik (OD) yang didapat (Pratiwi, 2008). Penelitian ini mengamati pertunmbuhan sel
bakteri Burkholderi lata, sebanyak 5 ose yang diinokulasi pada media 150 mL luria
bertani (LB) secara asesptis kemudian diinkubasi pada inkubator shaker dengan
diagitasi 180 rpm dan suhu 37oC, lalu pengukuran dilakukan secara turbedimetri OD
600 nm dengan interval 2 jam. Pada panjang gelombang 600 nm merupakan suspensi
cair kerapatan optik maksimum pada bakteri Burkholderia lata. Hal ini juga
berdasarkan panjang gelombang 600 nm bakteri Bacillus subtilis MJA Wang et al,
2004 dalam El Toukhy et al 2013.
Secara umum bahwa siklus pertumbuhan bakteri ada 4 fase yaitu fase lag,
fase logaritmik, fase stasioner dan fase kematian. Berdasarkan hasil kurva
petumbuhan Burkholderia latagambar 4.2 dan data absorban terlampir (lampiran 10).
Fase lag atau fase tenggang adalah fase penyesuaian mikroorganisme pada
lingkungan baru, ciri-cirinya yaitu tidak adanya peningkatan jumlah sel, yang ada
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hanya peningkatan ukuran sel. Lama lag tergantung pada kondisi dan jumlah awal
mikroorganisme dan media perumbuhan (Pratiwi, 2008). Sedangkan menurut Volk
and Wheeler (1993) fase tenggang adalah periode penyesuaian pada lingkungan dan
lamanya dapat satu jam hingga mengikuti kuva logaritmik. Hal ini dibuktikan dengan
nilai OD yang didapat fase lag terjadi pada 0 jam sampai 2 jam ini, yakni
pertumbuhan sel bakteri Burkholderia lata sedikit karena bakteri tersebut masih
dalam tahap beradaptasi pada medium baru sehingga nilai hasil OD kecil 0,031
log/sel sampai 0,114 log/sel.
Fase logaritmik terjadi setelah melewati jam 2 sampai dengan 62 jam, sel
bakteri dari awal lambat dan sedikit lalu meningkat lebih cepat dan lebih besar,
karena Burkholderia lata masih perlu untuk tumbuh dan berdapatasi pada medium
baru. Hal ini dibuktikan nilai OD terus meningkat dari 0,488 log/sel menjadi 2,060
log/sel. Menurut Ali (2003) laju peningkatan sel berjalan lambat pada awal
pertumbuhan lalu meningkat secara cepat dengan bertambahnya waktu. Sedangkan
menurut Pratiwi (2008) bahwa fase log merupakan fase dimana mikroorganisme
tumbuh dan membelah pada kecepatan maksimum, tergantung pada genetika
mikroorganisme, sifat media dan kondisi pertumbuhan. Sel yang baru terbentuk
dengan laju konstan dan massa yang bertambah secara eksponensial.
Petumbuhan bakteri terus berlangsung sehingga didapat Fase stasioner
(tetap)  dari 62 jam sampai 72 jam sel  bakteri Burkholderia lata telah mencapai
pembelahan dan petumbuhan paling tinggi dan konstan. Menurut Fase ini populasi
mikroba menjadi besar dan banyak dalam medium, laju pertumbuhan berkurang dan
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beberapa sel mati. Apabila laju pertumbuhan sama dengan laju kematian, maka
jumlah keseluruhan bakteri tetap. Dengan kata lain kecepatan tumbuh sama dengan
kecepatan kematian sel (Schlegel and Schmidt, 1994). Fase ini juga pertumbuhan
bakter berhenti dan terjadi keseimbangan antara jumlah sel bakteri yang membelah
sama dengan jumlah sel bakteri yang mati, kemudian mengalami pergantian sel
sehingga terdapat kehilangan sel yang lambat karena diimbangi oleh pembukan sel-
sel baru melalui pertumbuhan  dan pemberlahan dengan nutrisi yang dilepas oleh sel-
sel yang mati karena mengalami lisis. Hal ini dibuktikan dengan awal fase stasioner
nilai OD dari jam 62 nialai 2,060 log/sel, kemudian mengalami penurunan dijam 72
dengan nilai 2,007 log/sel.
Sel bakteri Burkholderia lata yang terus membelah sehingga terjadi mutasi
dan mengalami lisis telah memasuki fase kematian dari jam 72 sampai jam 76 nilai
OD terus menurun artinya jumlah sel bakteri Burkholderia lata mati meningkat
karena ketersediaan nutrisi kurang dan akumulasi produk buangan yang bersifat
toksik atau racun dengan nilai yang dapat dari 2,007 log/sel menjadi 1,702 log/sel.
Menurut Stanbuty and Whitaker, (1989) fase ini terjadi akumulasi toksik, nutrisi
dalam medium sudah habis dan energi cadangan dalam sel habis sehingga banyak sel
yang mati. Jumlah sel yang mati bertambah secara eksponensial. Dalam fase ini sel
hidup hanya dapat bertahan untuk sementara, waktu generasi sangat lama bahkan
tidak ada sama sekali.
Jadi awal fase stasioner dijadikan waktu inkbuasi dan diremajakan
Burkholderia lata sebagai starter pada saat produksi fitase, maka waktu inkubasi
60
yang tepat dapat dilihat gambar 4.1 yaitu di jam 62 jam dengan nilai OD 2,060
log/sel, karena waktu tersebut pertumbuhan sel bakteri terbentuk dengan laju konstan
dan belum terjadi akumulasi produk buangan yang bersifat toksik. Menurut Pratiwi
(2008) bahwa menghasilkan metabolit sekunder dari mikroorganisme diproduksi
selama fase stasioner. Metabolit sekunder tidak diproduksi pada saat pertumbuhan sel
secara cepat (fase logaritmik), tetapi biasanya disintesis pada akhir siklus
pertumbuhan sel, yaitu fase stasioner saat populasi sel tetap karena jumlah sel yang
tumbuh sama dengan jumlah sel yang mati. Metabolit sekunder merupakan suatu
molekul atau produk metabolik yang dihasilkan pada proses metabolisme sekunder
mikroorganisme. Metabolit sekunder dibuat dan disimpan secara ekstraseluler.
Berbeda dengan halnya dengan metabolit primer yang di buat secara intraseluler.
Metabolit primer diproduksi pada waktu yang sama dengan pembentukan sel baru
dan kurva produksinya mengikuti kurva pertumbuhan populasi secara paralel
(logaritmik). Maka enzim fitase didapatkan enzim dari hasil metabolit sekunder
Burkholderia lata yaitu ekstraseluler (enzim kasar fitase). Menurut Nurjannah (2013)
bahwa awal fase stasioner waktu yang tepat untuk mengisolasi enzim yang
dihasilkan bakteri. Sedangkan menurut Koniezny dan Greiner (2004) dalam
Merlinda (2010) bahwa sintesis fitase dari mikroorganisme adalah pada fase awal
stasioner mencapai puncak produksi pada akhir fase stasioner. Menurut Husseinkhani
(2009) bahwa produksi ekstrak enzim dalam tahap akhir dari pertumbuhan
eksponensial artinya awal fase stasioner.
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2. Optimalisasi produksi dan aktivitas fitase terhadap variasi media
Burkholderia lata strain HF
a. Produksi Enzim fitase
Penelitian ini diawali dengan peremajaan bakteri pada medium LB cair dan
diinkubasi sampai fase stasioner yaitu 62 jam, kemudian diinokulasi ke media
produksi fitase PPM (Phytase Production Medium) hasil dari modifikasi media PSM,
glukosa sebagai sumber karbon tetap, kemudian perlakuan penelitian ini mengubah
sumber fitat dan nitrogen, kemudian menggunakan pH media 7, lalu diinkubasi pada
inkubator shaker dengan kecapatan 180 rpm dengan suhu 37oC selama 62 jam. Pada
kondisi tersebut berdasarkan pada penelitian sebelumnya Nurhikmah (2017) isolasi
dan skrining bakteri Burkhoderia lata dari akar tanaman jagung (Zea mays)
menggunakan media PSM (Phytase Screening Mediu) dengan pH 7 pada suhu
inkubasi 37oC selama fase stasioner dijam 62. Menurut Vanlaere, et al. (2009) bakteri
Burkholderia lata dapat tumbuh baik pada suhu 30ºC-37ºC. Pada kondisi tersebut
juga berdasarkan beberapa penelitian menurut Yoo et al (1996) dalam Nurjannah
(2013) bahwa produksi fitase  bakteri Enterobacter sp. pada medium PSM mencapai
kondisi optimum pada pH 5,5 dan fermentasi selama 3 hari dalam suhu 37oC dengan
aktivitas fitase didapat pada fraksi ekstraseluler. El-Toukhy et al (2013) Bacillus
subtilis MJA mempunyai kondisi optimum produksi enzim fitase dengan pH 7, suhu
37oC dan agitasi 200 rpm selama 4 hari. Muthuraman et al (2013) Pseudomonas
flurescens mempunyai kondisi optimum produksi enzim fitase dengan pH 6, suhu 28
oC, dan agitasi 180 rpm selama 24 jam. Singh Nk et al (2013) bahwa Bacillus subtilis
DR6 mempunyai kondisi optimum produksi enzim fitase dengan pH 6.5, suhu
62
optimum 50oC, dan diagitasi 200 rpm selama 3 hari. Selvamohan et al (2012) bahwa
Pseudomonas sp. mempunyai kondisi optimum produksi enzim fitase dengan pH 5,
suhu 37oC, dan agitasi 150 rpm selama 3 hari. Hussin A. S. M. et al (2012) bahwa
Enterobacter sakazakii ASUIA279 mempunyai kondisi optimum produksi enzim
fitase dengan pH 7 dan suhu 37oC, dan 200 rpm selama 18 jam agitasi. Menurut
Widowati (2000), bahwa Bacillus coagulans E1.4.4. mempunya kondisi optimum
produksi enzim fitase pada pH 6,8, suhu 37 oC, dan agitasi 175 rpm selama 20 jam.
Pada penelitian ini menggunakan glukosa sebagai sumber karbon tetap pada
media produksi (PPM). Menurut Hafsan (2014) Sumber karbon merupakan
kebutuhan nutrisi utama bagi mikroorganisme, umumnya mengandung karbon
molekul organik seperti karbohidrat, lemak, protein yang terdapat pada glukosa.
Menurut Poedjiaji (1994) Glukosa termasuk golongan monosakarida yaitu
karbohidrat sederhana yang molekulnya hanya terdiri satu sakarida atau beberapa
atom karbon saja dan tidak dapat diuraikan dengan cara menghidrolis dalam kondisi
lunak menjadi karbohidrat lain. Menurut Hassouni et al, 2006 dalam Awad et al
(2013) glukosa dimanfaatkan langsung oleh mikroorganisme tanpa harus dihidrolisis
terlebih dahulu atau diurai. glukosa dianggap sebagai sumber karbon sederhana dan
mudah diurai. Hal ini juga menurut Nurhikma (2017) bahwa dalam uji biokima
bakteri Burkholderia lata positif dapat memfermentasi glukosa dan menurut Vanlaere
et al. (2009) Burkholderia lata dapat mengasimilasi D-glukosa. Menutut Greiner,
(2007) dalam Kanpiengjai (2013) bahwa Ekspresi enzim dalam degradasi asam fitat
bergantung pada sifat sumber karbon, PH awal dan suhu yang digunakan untuk
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pertumbuhan mikroorganisme. Kehadiran glukosa menyebabkan tingginya aktivitas
degradasi phytate pada E. coli (Touati et al., 1987) dan Lactobacillus amylovoras
(Sreemulu et al., 1996). Menurut beberapa penelitian penggunaan glukosa sebagai
sumber karbon yang optimum dalam produksi fitase seperti Bacillus subtilis DR6
(Singh NK et al. 2013), Bacillus subtilis MJA (El-Toukhy et al, 2013), Pseudomonas
aeruginosa P6 (B. Sasirekha et al, 2012), Penicillium purpurogenum (Sano et al,
1999), Aspergillus adeninivoran (Quan et al, 2001), Candida krusei dan Aspergillus
niger (Soni and Khire, 2007 dalam Awad et al 2013), dan Bacillus amyloliquefaciens
CH3-1 (Khianngam et al, 2011).
Pengubahan dan perlakukan penelitian ini yaitu sumber fitat dan sumber
nitrogen. Sumber fitat yang digunakan sebagai substrat yaitu asam fitat alami yang
terkandung dalam tanaman sereal dan digunakan dalam ransum pakan ternak seperti
jagung, kedelai dan bekatul padi memiliki kandungan asam fitat yang tinggi.
Penggunaan substrat tersebut agar mempermudah memproduksi fitase dan dapat
dijangkau selain itu harganya murah dibandingkan penggunaan substrat Ca-Fitat
yang harganya mahal dan susah dijangkau. Sedangkan penggunaan sumber nitrogen
untuk melihat pengaruh pertumbuhan bakteri dalam membantu memproduksi fitase.
Penelitian menggunakan desain rancangan acak lengkap masing-masing variasi
sumber fitat: kalsium (Ca) fitat, bekatul padi, bekatul jagung, dan kedelai. Sumber
nitrogen: (NH4)2SO4, yeast extract, dan pepton.
Setelah inkubasi, medium fermentasi PPM disentrifugasi dengan kecepatan
5000 rpm selama 35 menit dengan suhu 4 oC, hasilnya terbentuk dua lapisan yaitu
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supernatant berupa cairan (ekstraseluler) dan pellet berupa endapan (intraseluler).
Supernatant merupakan enzim kasar fitase dari hasil metabolit sekunder
Burkholderia lata strain HF, kemudian supernatant diukur kadar protein dan diuji
aktivitas fitase. Selama fermentasi dengan memanfaatkan asam fitat yang terdapat
pada media PPM dengan melakukan proses metabolisme sebagai kebutuhan nutrisi
atau fosfat, sehingga menghasilkan dan mengeluarkan senyawa atau produk
metabolik diluar sel yang berupa cairan disebut metabolit sekunder. Penggunaan
sentrifugasi untuk memisahkan komponen molekul yang berukuran berat dan sel
bakteri dengan senyawa produk yang dihasilkan sehingga terbentuk endapan.
Menurut Pratiwi (2008) sentrifugasi adalah teknik pemisahan suatu bahan
berdasarkan berat molekul dengan kecepatan tertentu. Penelitian ini menggunakan
kecepatan 5000 rpm selama 35 menit suhu 4oC. Pada penelitian El-Toukhy et al,
(2013) produksi enzim fitase dari isolasi Bacillus subtilis MJA menggunakan
sentrifugasi 5000 rpm selam 20 menit suhu 4oC. Wulandari (2011) produksi enzim
fitase dari isolasi bakteri abu vulkanik gunung Merapi Jawa tengah menggunakan
sentrifugasi 4000 rpm selama 5 menit pada suhu 4oC. Singh NK et al, (2013)
produksi enzim fitase dari bakteri Bacillus DR6 menggunakan sentrifugasi 10000
rpm selam 10 menit pada suhu 4oC. Muthurama et al (2013) produksi fitase dari
bakteri Pseudomonas fluorescens menggunakan sentrifugasi 4000 rpm selama 10
menit pada suhu 4oC. Selvamoha et al (201) bahwa produksi enzim dari isolasi
bakteri Pseudomonas sp. menggunakan sentrifugasi 10000 rpm selama 15 menit
pada suhu 4oC.
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b. Penentuan kadar protein metode Bradford
Supernatanan merupakana enzim kasar fitase yang dihasilkan Burkholderia
lata dari variasi media produksi PPM (sumber fitat dan nitrogen) diukur kadar
proteinnya untuk memastikan supernatant yang didapatkan adalah protein dan untuk
mengetahui konsentarasi protein enzim yang terkandung di dalamnya. Pengukuran
kadar protein dilakukan dengan metode Bradford. Hal ini juga pada penelitian
Indarwati, 2000 dan El-Toukhy et al. 2013 menggunakan metode Bradfor untuk
pengukuran kadar protein.
Menurut Pelczar (2006) enzim dapat berupa protein murni/gabungan antara
protein dengan gugusan-gugusan kimiawi lainnya. Sedangkan menurut Humang,
(2013) enzim adalah protein yang mengkatalisis semua reaksi biokimia, yang
merupakan zat yang dapat mempercepat laju reaksi kimia tanpa ikut bereaksi di
dalamnya disebut dengan katalisator. Enzim dikenal untuk nama pertama kali sebagai
protein oleh Summer pada tahun 1926 yang berhasil mengisolasi urease dari karang
pedang (jack bean). Urease adalah enzim yang dapat mengurai urea menjadi CO2 dan
NH3. Beberapa tahun kemudian Nothrop dan Kunitz data mengisolasi pepsin, tripsi,
dan kimotripsin. Selanjutnya makin banyak enzim yang telah didapatkan diisolasi
dan telah dibuktikan bahwa enzim tersebut ialah suatu protein (Poedjiadi, 1994).
Metode Bradford merupakan salah satu cara mengetahui kadar protein
enzim, dengan cara 0,1 mL supernatant dimasukkan dalam tabung reaksi dan
ditambahkan reagen Bradford kemudian didiamkan untuk terjadi reaksi selama ± 10
menit kemudian diukur absorbansinya. Absorbansi senyawa warna biru yang
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terbentuk tersebut berbanding lurus dengan kadar protein. Data didapatkan
berpatokan pada kurva standard (persamaan garis lurus) dengan regresi linear yang
telah dibuat sebelumnya (Lampiran 12.a), dan memasukkan nilai absorbansi ke
dalamnya, maka kadar protein enzim dapat diketahui.
Berdasarkan hasil penelitian didapatkan nilai kadar protein enzim tertinggi
berturut-turut dilihat (gambar 4.3 dan lampiran 12.c) yaitu kedelai-pepton 46.5
mg/mL, kedelai-yeast 46.0 mg/mL, dan kedelai-(NH4)2SO4 48.5 mg/mL, padi – yeast
Exstract sebanyak 26.0 mg/mL, Jagung - (NH4)2SO4 sebanyak 25.5 mg/mL, padi –
pepton sebanyak 23.0 mg/mL, padi - (NH4)2SO4 sebanyak 20.5 mg/mL, jagung –
yeast exstract sebanyak 20.5 mg/mL, Ca fitat - (NH4)2SO4 sebanyak 19.5 mg/mL,
jagung – pepton sebanyak 16.5 mg/mL, Ca fitat – pepton sebanyak 15.5 mg/mL, dan
Ca fitat - yeast exstract sebanyak 12.0 mg/mL. maka dapat disimpulkan bahwa
produksi fitase dari PPM sereal (kedelai, bekatul padi, jagung) memiliki kadar
protein tinggi dibandingan fitase dari PPM Ca-fitat yang miliki nilai kadar protein
rendah. Hal ini juga sesuai dengan hasil penenlitian Indarwati (2000) bahwa
produksi fitase dalam media PSM bekatul memberikan hasil yang lebih banyak
dibandingkan dengan median PSM Ca-fitat. Media yang ditambahkan bekatul lebih
mempunyai komposisi lebih lengkap yang tidak dimiliki oleh media yang
ditambahkan Ca-fitat.
Selain itu dalam variasi media PPM juga memiliki kandungan dan
komposisi yang lengkap dan dimanfaat oleh bakteri Burkholderia lata baik sumber
nitrogen dan fosfat atau sumber nutrisi lainnya. Menurut Casida (1968) dalam
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Indarwati (2000) media yang digunakan untuk menumbuhkan mikroorganisme harus
dapat memenuhi kebutuhan senyawa karbon, nitrogen, serta beberapa zat
pertumbuhan seperti asam amino dan garam-garam mineral. Menurut Hafsah (2014)
bahwa sumber nitrogen yang dimana mencakup asam amino, protein, atau senyawa
bernitrogen lain yang terkandung pada pepton, meat extract, ammonium sulfat, atau
trypton. Sedangkan sumber fosfat memerupakan bagian dari beberapa protein,
kofaktor atau ATP yang dapat dijumpai pada bahan yeast extract atau pepton. Namun
hampir semua mikroorganisme dapat memanfaatkan fosfat organik yang
ditambahkan langsung pada media seperti potassium phosphate, sodium phosphate
dan begitupun kalsium fitat/natrium fitat. Begitupun juga pada fosfat yang diikat
asam fitat dalam tanaman sereal seperti jagung, padi, dan kedelai.
c. Penentuan Aktivitas fitase
Fitase (EC.3.1.3.8) myo-inosito hexakisphosphate phosphohydrolase
merupakan kelompok enzim phosphatase yang mampu menghidrolisis asam fitat
menjadi monophosphat organik, myo-inosito phosphate rendah (lowe myo-inositol
phosphate), dan myo-inosito bebas. Kelompok fitase yang didapat dari isolasi bakteti
adalah 3-Phytase (EC.3.1.3.8) dimana pada gugus fosfat pertama yang berikatan
dengan 3-Phytase (EC.3.1.3.8) terdapat pada mikroorganisme (Kerovuo et al., 2000
dalam Sari, 2012). Fitase merupakan kelompok enzim yang mampu membebaskan
fosfat dari fitat, yaitu bentuk penimbunan fosfat organik dialam. Enzim fitase dapat
ditemukan pada beberapa mikroorganisme salah satunya adalah bakteri (Jorquera, et
al. 2008 dalam Wulandari, 2011).
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Menurut Sumner dan Somer (1947) mengatakan bahwa fermentasi untuk
menghasilkan fitase digunakan fitat sebagai substrat. Fitat adalah bentuk fosfor
organik yang terdiri dari Ca-Mg-fitat yang banyak terdapat dalam serealia. Biasanya
tanaman sereal, biji-bijian atau kacangan dijadikan sebagai pakan ternak, namun
terdapat zat antinutrisi atau asam fitat sehingga sukar larut dan berndampak negatif
pada pencernaan hewan monogastrik, maka dengan adanya penambahan fitase pada
pakan pangan akan membantu menghidrolisi asam fitat menjadi 1 molekul inositol, 6
molekul fosfat organik, ion Ca+, Zn+, dan protein sehingga fosfat dan mineral yang
terikat dapat dilepaskan dan dimanfaatkan oleh tubuh. Maka penelitian ini
meproduksi fitase dari bakteri burkholderia lata dari hasil fermentasi yang
menggunakan substrat asam fitat
Aktivtas enzim merupakan kemampuan suatu enzim yang mengkatalisis
reaksi enzimatik pada substrat yang sesuai. Hal ini dapat dipengaruhi oleh kondisi
lingkungan seperti suhu, pH, konsentasi ensim dan konsentrasi substrat. Suatu enzim
juga dapat bekerja secara khas (spesifik) terhadap suatu substrat tertetntu, untuk
dapat bekerja terhadap suatu substrat harus ada kontak atau mempunyai sisi aktif
untuk terjadinya enzim substrat. Maka penggunaan nama enzim sesuai dengan nama
substranya, seperti enzim fitase yang dapat mengkatalisis substrat asam fitat.
Sehingga pengujian suatu aktivitas enzim tergantung dari jenis induser yang
ditambahkan didalamnya.
Pada penelitian ini medapatkan enzim kasar fitase yang berupa supernatant
hasil fermentasi isolasi bakteri Burkholderia lata dari media produksi PPM, maka
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untuk mengetahui kinerja enzim maka dilakukan penentuan aktivitas enzim fitase
dengan mengukur kadar fosfat yang berlangsung selama enzimatis. Pengukuran
dilakukan dengan cara enzim kasar fitase yang direaksikan dengan induser substrat
asam fitat (Ca-fitat) lalu diinkubasi pada suhu 37 oC selama 30 menit. Hal
berdasarakan metode Shimizu, (1992), Singh et al, (2013), dan Muthuraman et, al.
(2013). Selama inkubasi berlangsung maka terjadi reaksi enzimatis (enzim-substrat).
Setelah inkubasi 30 menit, kemudian reaksi dihentikan dengan penambahan
trikloroasesat (TCA) 5%, lalu ditambahkan reagen warna molibdat-besi sulfat
sehingga memberikan efek warna biru dengan keberedaan fosfat anorganik yang
terbentuk, lalu diukur absorbasinya dengan panjang gelombang 700 nm. Absorbansi
dari senyawa kompleks tersebut (warna biru pekat) berbanding lurus dengan kadar
fosfat. Maka untuk mententukan nilai aktivitas enzim fitase yaitu dengan cara
memasukkan data absorbansi dalam persamaan regresi linear. Berpedoman pada
kurva standar fosfat (Lampiran 11.a). maka dapat diartikan satu unit enzim fitase
(1U) didefinisikan sebagai jumlah enzim yang dibutuhkan untuk membebaskan 1
mikromol (µM) fosfat anorganik (Pi) per menit pada kondisi pengukuran.
Hasil penelitian bahwa optimalisasi produksi enzim fitase bakteri endofit
tanaman jagung (Zea mays) Burkholderia lataterhadap variasi media PPM (sumber
fitat dan sumber nitrogen) dapat mempengaruhi aktivitas fitase, maka data yang
dideskripsikan dilihat (gambar 4.3 dan lampiran 11.c) yang memiliki nilai aktivitas
dari tertinggi yaitu kedelai-pepton 8.20 U/mL. kemudian berturut jagung -
(NH4)2SO4 7,20 U/mL kedelai – yeast exstract 6.86 U/mL, kedelai – (NH4)2SO4 6.56
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U/mL, padi – pepton 6.81 U/mL, padi – yeast 6.73 U/mL, jagung – yeast 6.70 U/mL,
jagung – pepton 6.66 U/mL, padi - (NH4)2SO4 6.64 U/mL, Ca fitat - (NH4)2SO4 6.58
U/mL, kedelai - (NH4)2SO4 6.56 U/mL, Ca fitat - Yeast Exstract 6.54 U/mL, dan ca
fitat – pepton 6.54 U/mL. Jadi, optimalisasi media PPM (sumber fitat dan nitrogen)
yang memiliki nilai aktivitas optimum dalam produksi fitase yaitu kedelai-pepton
dengan aktivitas 8.20 U/mL. sedangkan menurut Ponpanich et al. (2003) dalam
Kanpiengjai (2013) menggunakan dedak padi dan ekstrak tepung kedelai untuk
memaksimalkan produksi fitase strain bakteri tanah PH01. Hasilnya memberikan
penjelasan terbaik tentang hubungan antara asam fitat dan sumber nitrogen.
Pada produksi fitase dari substrat fitat sereal PPM yang memiliki nilai
aktivitas fitase tertinggi yaitu kedelai, kemudian jagung dan dedak padi. Hal ini
karena substrat kedelai memiliki kandungan asam fitat yang tinggi, selain itu juga
mengandung protein yang tinggi dan kaya dengan nutrisi atau mineral lainnya
sehingga nutrisi pertumbuhan Burkholderia lata dapat terpenuhi untuk produksi
fitase yang maksimum. Menurut Lot et, al. (2000) dalam Kusumadjaja (2012)
berdasarkan (Tabel 2.1) bahwa kadungan asam fitat yang terdapat tanaman pangan
memang kedelai yang tinggi kandungan asam fitat sebesar 1,4% kemudian berturut
jagung 0,9%, lalu padi 0,89%. Selain itu kedelai memeliki kandungan protein tinggi
dibandingkan dengan jagung dan dedak padi menurut Bhatara (1981) dalam buku
Poedjiadi (1994) sumber protein bahan makan dengan nilai kadar protein kedelai
30,2%, jagung kuning (butir) 7,9%, Beras giling 6,8%. Maka nutrisi yang terkandung
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dalam sereal pada PPM dapat dimanfaatkan oleh bakteri sebagai sumber nitrogen
maupun sebagai sumber karbon, selain sebagai substrat untuk produksi fitase.
Setiap bakteri dapat menghasilkan lebih dari 1 jenis enzim atau beberapa
enzim. Sehingga pada produksi fitase bakteri Burkholderia lata masih berupa ekstrak
kasar, masih banyak senyawa pengotor didalamnya dan enzim lainnya. Hasil yang
didapatkana bahwa nilai kadar protein dengan aktivtas fitase pada media produksi
PPM tidak sejalan dengan banyak konsentrasi enzim protein terhadap aktivtasnya.
Misalkan pada variasi media PPM Kedelai (gambar 4.2) bahwa kedelai-pepton
memiliki nilai kadar protein rendah, namun memiliki nilai aktivitas tinggi, karena
memeiliki konsentrasi enzim fitase tinggi. Sedangkan jika dibandingakan media
produksi PPM kedelai-yeast dan kedelai-(NH4)2SO4 yang memiliki nilai kadar
protein tinggi, tetapi aktivitasnya rendah hal ini dikerenakan konsentrasi enzim
fitasenya rendah, begitupun dengan media PPM lainnya.
Pada penelitian ini juga disimpulkan bahwa aktivitas fitase yang dihasilkan
media PPM pangan (kedelai, jagung dan, bekatul padi) memiliki nilai lebih tinggi
dibandingkan dengan produksi fitase PPM Ca-Fitat. Maka pada penelitian ini
produksi fitase dari tanaman pangan serealia sebagai alternatif substrat asam fitat
yang harga murah dan mudah dijangkau, sedangkan jika produksi fitase dari substrat
Ca-fitat  selain harganya maha dan susah dijangkau. Selain itu bahan pangan seralian
digunakan juga sebagai komposisi pakan ternak hewan terutaman ternak unggas.
Hasil penelitian yang sama menurut Indarwati (2000) bahwa aktivitas fitase
yang dihasilkan pada media PSM dengan bekatul menunjukkan nilai yang lebih
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tinggi dibandingkan dengan aktivitas fitase diproduksi pada media PSM dengan Ca-
Fitat untuk kedua isola. Hal ini disebabkan fitat dalam bekatul mempunyai ikatan
yang lebih lemah dibanding dengan fitat dalam Ca-fitat sehingga fitat dalam bekatul
lebih mudah untuk dimanfaatkan sebagai substrat. Selain itu bekatul banyak
mengandung vitamin B. Menurut Moat (1989), bahwa vitamin B merupakan
komponen yang sangat diperlukan untuk pertumbuhan sebagai bahan pembentuk
koenzim. Koenzim dapat berikatan dengan beberapa enzim pada kurun waktu yang
berlainan selama pertumbuhan bakteri dengan ikatan yang tidak begitu kuat.
Koenzim akan diubah secara kimiawi oleh apoenzim dan dapat dianggap sebagai
substrat khusus, tetapi kemudian akan diubah kembali pada bentuk semula pada
akhir reaksi. Fenomena ini menjadikan koenzim berperan sebagai penghubung
sebagai apoenzim yang  menghubunkan beberapa reaksi kimia yang berbeda. Lay
dan Hastowo (1992) menyatakan bahwa reaksi enzimatis pembentukan produk dari
substrat tidak dapat berlangsung bila tidak terdapat koenzim meskipun ada
apoenzimnya. Oleh karena koenzim disintesis dari vitamin, maka kekurangan
vitamin yang nantinya dipakai sebagai koenzim akan menyebabkan berbagai enzim
tidak berfungsi dan diproduksi dalam jumlah sedikit (Sri Indarwati 2000).
Beberapa penelitian memproduksi fitase dari tanaman pangan serealia dari
berbagai jenis strain bakteri. Menurut T. Selvamohan et al (2012) bahwa Pengaruh
sumber substrat pertanian produksi fitase dari Pseudomomas sp, hasil menunjukkan
substrat bekatul ragi yang memiliki jumlah maksimum produksi fitase dengan
aktivitas 0,891 U/mL dibandingkan dengan lainnya bekatul padi 0,551 U/mL,
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bekatul jagung 0,639 U/mL, dan gandum 0,610 U/mL). Waktu optimum produksi
fitase yaitu 72 jam. Amonium sulfat, Sukrosa dan suhu 37 oC yang diamati sebagai
sumber nitrogen, karbon dan suhu inkubasi yang terbaik untuk produksi fitase lebih
tinggi. Produksi fitase dari substrat pertanian memberikan banyak keuntungan
terutama mengurangi biaya produksi.
Menurut Khianngam (2011) bahwa Bacillus amyloliquefarciens digunakan
sebagai produksi enzim fitase dari berbagai sumber substrat pertanian bahwa Na-fitat
adalah susbstrat terbaik untuk produksi aktivitas fitatse, tapi harganya mahal. Dedak
padi, dedak gandum, kulit kacang, biji sisal, biji kacang tanah, biji sorgum, biji
jagung, dan biji bunga matahari merupakan substrat alternatif yang dapat digunakan
sebagai pakan ternak dengan biaya rendah. makanan sisal dan biji kacang tanah tidak
ada aktivitas. Hasil penelitian menunjukkan bahwa penggunaan dedak gandum
(21,833±0,837 U/mL) dan biji sorgum (21,185±0,000 U/mL) menghasilkan aktivitas
enzim yang lebih baik dari pada Na-fitat (20,397±0,478 U/mL). kemudian,
penggunaan dedak padi (18,256±0.000U/mL) sebagai substrat menunjukkan
produksi fitase sama dengan aktivitas Na-phytase. Sedangkan biji jagung
(1.465±0,239 U/mL) dan biji bunga matahari (5,156±0,120 U/mL) memiliki nilai
aktivitas rendah dari Na-fitat.
Menurut Muthuraman et al, (2013) bahwa produksi fitase maksimum dari
Pseudomonas flurescens menggunakan dedak gandum, yeast ekstrak, kalium
dighidrogen fosfat sebagai sumber karbon, nitrogen dan fosfat pada pH 6, selama 3
hari dengan aktivtas enzim 32.94 U/mL pada kondisi yang optimum. Menurut Hussin
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A. S. M. et al (2012) bahwa produksi fitase optimum menggunakan sumber fitat
13,6% bekatul padi dengan aktivitas 11,511 U/mL. Menurut Shumizu (1992) bahwa
memproduksi fitase dari kedelai oleh Bacillus suhtilis (natto) N-7 dengan glutamate
dan sukrosa sebagai sumber nitrogen dan carbon, kemudian hasil hidrolisis fitase dari
pada asam fitat biji-bijian yang memiliki nilai aktivitas yaitu kedelai 7,84 µM/mL
dan dedak padi 2,77 µM/mL. Menurut Widowati (1998) produksi enzim fitase dari
PSM bekatul dengan aktivtas fitase 0,5683 U/ml.
C. Implikasi Hasil Penelitian
Dari hasil penelitian dapat dijadikan sebagai bahan informasi mengenai
produksi enzim fitase dari bakteri endofit akar tanaman jagung (Zea mays)
Burkholderia lata strain HF. Penggunaan enzim fitase ditambahkan pada pakan
untuk meningkatkan kualitas nutrisi pakan, membantu pencernaan hewan
monogastrik dan dapat mengatasi pencemaran lingkungan ternak. Mikrooganisme
paling banyak digunakan dan dimanfaat dalam bidang industri baik di indsutri
kesehatan dan industri ternak sehingga dapat mengembangkan kebutuhan masyarakat
mengenai semakin peningkatnya produksi pakan hewan. Pada umumnya pakan
ternak unggas terdiri dari tanaman serealia, biji-bijian dan kacang-kacang seperti
kedelai, jagung dan padi. Hal ini selaras dalam QS. as-Sajadah/32: 27, Yasin/36: 33,
dan Abasa/80: 24-32 bahwa Allah swt. menciptakan kemudian menunmbuhkan
tanaman biji-bijian untuk makan hewan ternak terutama ternak unggas dan untuk
manusia sendiri dengan itu manusia sebagai makhluk yang berikan untuk
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memperhatikan makanannaya dan makanan yang dimakan oleh hewan ternak. Maka
sebagai umat muslim sudah sepatutnya menjadi al-Qur’an dan al-Sunnah sebagai
pedoman hidup dengan mengambil pelajaran di dalamnya karena kebenaran al-
Qur’an sudah mutlak dan tidak ada keraguan didalamnya Sebagai makhluk yang
berakal maka manusia dianjurkan agar senantiasa menyikapi fenomena yang terjadi
dengan ilmu seperti ilmu sains.
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BAB V
PENUTUP
A. Kesimpulan
Adapun kesimpulan pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Fase pertumbuhan Burkholderia lata strain HF sebagai patokan produksi enzim
fitase yaitu fase stasioner yaitu pada 62 jam dengan nilai OD600 2,060 log/sel.
2. Produksi fitase dari variasi Phytase Production Medium (PPM) sumber fitat dan
sumber nitrogen oleh Burkholderia lata Strain HF bahwa aktivitas fitase media
PPM (kedelai, padi dan jagung) memiliki nilai lebih tinggi dari pada produksi
media PPM Ca-fitat yang lebih rendah nilai aktivitasnya. Sedangkan media
produksi fitase (PPM) yang optimum adalah kedelai-pepton dengan kadar
protein 46.5 mg/mL dan aktivtas fitase tertinggi 8.20 U/mL pada kondisi tertentu.
B. Saran
Adapun saran pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Sebaiknya dilakukan optimalisasi produksi fitase Burkholderia lata strain HF
pada variasi sumber karbon, pH, dan suhu.
2. Sebaikya enzim kasar fitase Burkholderia lata strain HF uji stabilitas aktivitas
fitase tehadap pengaruh pH buffer, suhu, konsentrasi substrat, dan ion logam.
3. Sebaiknya enzim kasar fitase (Crude Enzyme) diuji lanjut ke tahap permurnian
fitase (Pure Enzyme).
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Lampiran 1.: Skema Penelitian
Bakteri endofit akar tanaman jagung (Zea mays L.)
Burkhoderia Lata Strain 383
Isolasi dan Peremajaan Isolat
LB Padat dan LB Cair
Optimalisasi Produksi dan aktivitas Enzim terhadap Fitase variasi media
(PPM) dari Sumber Fitat dan Sumber Nitrogen)
Enzim Kasar Fitase (Crude Phytase) Optimum
88
Lampiran 2.: Skema Alir Penelitian
Bakteri Endofit Akar Tanaman Jagung (Zea mays L.)
Burkholderia Lata Strain 383
Ditumbuhkan 1 Ose ke LB Padat agar miring sebagai
stok kultur bakteri inkubasi 24 jam suhu 37 oC
Pembuatan Kurva Tumbuh
Optical Desity (OD):
5 Ose di tumbuhkan ke 150 LB Cair, inbkubator shaker
37 oC selama 62 jam, maka diketehui fase stasioner yang
akan digunakan nanti pada produksi enzim fitase dan
sebagai starter bakteri
Optimalisasi Produksi dan Aktivitas Fitase Terhadap
Variasi media (Dari Sumber Fitat- Sumber Nitrogen
Diinokulasi 5 mL starter ke beberapa variasi
medium (PPM) pH 7, dan diinkubasi pada
inkubator shaker 37 oC sampai 62 jam
Ca Fitat-
(NH4)2SO4
Padi -
(NH4)2SO4
Jagung
(NH4)2SO4
Kedelai
(NH4)2SO4
Ca Fitat-
Pepton
Padi-
Yeast
ExtratPadi
Pepton
Jagung
Pepton
Kedelai
Pepton
Ca Fitat-
Yeast
Extrat
Jagung-
Yeast
Extrat
Kedelai-
Yeast
Extrat
Diambil 10 mL masing-masih medium kemudian
disentrifugasi 35 menit dengan 5000 rpm suhu 4 oC.
sehingga didapat supernatant (Ekstrak kasar fitase) dan
natan (Pellet)
Enzim Kasar Fitase
Enzim Kasar Fitase (Crude
Phytase) Optimum
Pengukuran Kadar
Proterin metode
Bradford
Pengukuran
Aktivitas Fitase
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Lampiran 3: Komposisi dan Cara Pembuatan Media
a. Luria Bertani (LB) padat
No. Bahan Jumlah
1. Bacto Agar 20 gram
2. Peptone 10 gram
3. NaCl 10 gram
4. Yeast Ekstrak 5 gram
5. Akuades 1000 ml
b. Luria Bertani (LB) cair
No. Bahan Jumlah
1. Peptone 10 gram
2. NaCl 10 gram
3. Yeast Ekstrak 5 gram
4. Akuades 1000 ml
c. PPM (Phytase Production Medium)
No. Bahan Jumlah
1. Ca-Fitat / bekatul padi / dedak jagug / kedelai 0,5 gram
2. (NH4)2SO4 / Yeast exstrat / Pepton 0,5 gram
3. Glukosa 1,5 gram
4. NaCl 0,01 gram
5. KCl 0,05 gram
6. FeSO4 0,001 gram
7. MgSO4 0,01 gram
8. CaCl2 0,01gram
9. MnSO4 0,001 gram
10. Akuades 100 mL
Semua bahan media dilarutkan dengan aquadest dalam gelas beker
kemudian dihomogenkan dengan magnetic stirrer dan dipanaskan hingga larut,
lalu pH 7. Meida tersebut disterilkan selama 15 menit pada suhu 121oC
menggunakan autoklaf.
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Lampiran 4.: Perhitungan Pembuatan Buffer Tris-HCl 0,1 M pH 7
Diketahui Mr = 121,14 gr/mol
M = 0,1 M
V = 500 mL
Ditanyakan: Massa =……………… gram?
Penyelesaian:
Molaritas= x
Massa=
. . = , . , . = = 6,057 gram
Jadi, 6, 057 gram timbang Tris dilarutkan ke 400 mL aquadest steril, kemudian
diukur pH. Untuk mendapat pH netral 7, maka pH diatur dengan ditambahkan HCl 6
M sebagai asam dan NaOH sebagai basa, volume Buffer mencapai 500 mL.
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Lampiran 5.: Perhitungan Pembuatan Substrat Aktivtas Fitase 100 mL Buffer
Tris-HCl 0,1 M pH 7 mengandung 2 mM Ca-Fitat dan 2 mM
CaCl2.
Diketahui: V Tris-HCl 0,1 M pH7 = 100 mL
M Ca-Fitat = 2 mM  (0,002 M)
M CaCl2 = 2 mM (0,002 M)
Ditanyakan: a. Massa Ca-Fitat = …………?
b. Massa CaCl2 = …………?
Penyelesaian:
a. Mencari Mr Ca-Fitat (Ca6C6H6O24P6)
Mr= (Ar Ca x 6) + (Ar C x 6) + (Ar H x 6) + (Ar O x 24) + (Ar P x 6)
Mr= (40,08 x 6) + (12,01 x 6) + (1,01 x 6) + (16,00 x 24) + (30,97 x 6)
Mr= 240,48 + 72,06 + 6,06 + 384 + 185,82= 888,42  gr/mol
Massa=
. . = , . , . = , = 0,178 gram
b. Mencari Mr CaCl2
Mr= (Ar Ca x 1) + (Ar Cl x 2)
Mr= (40,08 x 1) + (35,453 x 2)
Mr= 40,08 + 70,906= 110,986 gr/mol
Massa=
. . = , . , . = , = 0,022 gram
Jadi, ditimbang 0,178 gram Ca-Fitat dan 0,022 gram CaCl2 , kemudian dilarutkan
dalam gelas beker 100 mL Tris-HCl 0,1 M pH 7.
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Lampiran 6.: Skema Pembuatan Kurva Pertumbuhan Burkholderi lata Strain-
HF
- Ditumbuhkan ke dalam media LB Cair
- Diinkubasi selama 3 hari pada incubator shaker dengan
kecepatan 180 rpm suhu 37 oC
- Pengukuran OD bakteri interval 2 jam mulai dari 0 jam
- Diambil 2 mL kemudian diukur kerapatan optik pada
spektrofotometer  dengan panjang gelombang 600 nm
- Setelah didapat OD Stationer, maka dilanjut untuk prodoksi
enzim
Bakteri Hasil Peremajaan
Burkholderia lata Strain 383
Biakan Bakteri sebagai starter
Data
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Lampiran 7.: Skema Produksi Enzim Fitase
- Diinokulasi 5 mL sterter bakteri ke beberapa medium fermentasi
100 mL (PPM)
- Diinkubasi pada Incubator Shaker 37 oC sampai 62 jam.
- Diambil 10 mL hasil fermentasi
- Disentrifuge dengan kecepatan 5000 rpm selama 35 menit
- Terbentuk 2 lapisan (lapisan atas yaitu supernatant dan lapisan
bawah yaitu pellet).
- Supernatant merupakan hasil ekstraseluler enzim kasar fitase
sedangkan pellet merupakan endapan bakteri dan makromoluker
media
- Supernatan diukur kadar protein dan diuji aktivitas fitase
Bakteri Burkholderia
lata Strain 383
Data
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Lampiran 8.: Skema Penngukuran Kadar Portein metode Bradford
1. Pembuatan Reagen
- Ditimbang CBB G-250
- Dilarutkan dalam gelas beker 50 mL etanol 95 %
- Ditambahkan secara perlahan 100 mL asam fosfat (H2PO4)
- Diencerkan aquadest steril mencapai 1 Liter
- Disaring berberapa kali dengan kertas saring untuk
memisahkan komponen pereaksi berwarna biru
- Reagen bradfor harus berwarna coklat muda jernih
Reagen Bradford
Hasil
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2. Pengukuran Kurva Standar Protein BSA
- Ditimbang 0,1 gram BSA, lalu dimasukan dalam tabung reaksi
- Dilarutkan 10 mL aquadest steril, kemudian dihomogenkan
dengan vortex (artinya 1000 ppm) sebagai stok
- Diambil 0,5 mL, untuk diencerkan menjadi 100 ppm
- Ditambahkan 4,5 mL aquadest steril, lalu dihomogenkan
sebagai standar
- Dibuat deret standar diambil 0 mL, 0,25 mL, 1 mL, 2 mL, 3
mL, 4 mL, dan 5 mL.
- Masing deret standar diencerkan mencapai 5 mL aquadest
steril, lalu dihomogenkan. Masing-masing sudah mengandung
0, 5, 20, 40, 60, 80, dan 100 ppm
- Setiap deret diambil 0,1 mL pada tabung yang berbeda.
- Ditambahkan 5 mL reagen Bradford dan dihomogenkan , lalu
diamkan ± 10 menit
- Masing-masing diukur absorbansinya pada spektrofometer
panjang gelombang 595 nm
- 0 ppm/0 mL sebagai Blanko
BSA (Bovine Serum Albumin
Stok BSA 1000 ppm
Standar BSA 100 ppm
Data
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3. Pengukuran Kadar Protein Enzim Kasar Fitase
- Diambil 0,1 ml enzim disimpan pada tabung reaksi atau
botol vial
- Ditambakan 5 ml reagen Bradford dan dihomogenkan , lalu
diamkan ± 10 menit
- Diukur absorbansinya pada spektrofometer panjang
gelombang 595 nm
- Blanko dibuat 0 ppm/0 ml sama seperti pengukuran kurva
standar
- Nilai yang didapat, maka untuk diketahui kadar protein
enzim. Dihitung dengan persamaan regersi linear Standar
Protein BSA
Ekstrak Kasar Enzim Fitase
Data
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Lampiran 9.: Skema Uji Aktivitas Fitase
1. Pembuatan Reagen Warna Molibdat
- Ditimbang 7,5 gram ammonium molibdat
- di larutkan 400 mL aquadest steril
- Perlahan-lahan tambahkan 22 mL asam sulfat (H2SO4)  berwarna
hijau
- Diencerkan mencapai 500 mL artinya ditambahkan 78 mL auadest
steril
- Disimpan pada botol gelap di suhu rendah 4 oC
- Ditimbang 2,7 gram FeSO4
- Dilarutkan ke dalam gelas kimia 100 mL
aquadest steril, berwarna kuning
- Disimpan pada botol gelap di suhu rendah
4oC
- Kedua larutan pereaksi ammonium molibdat dengan
pereaksi FeSO4 dicampur pada perbandingan 4:1
- Reagen disimpan pada botol gelap suhu rendah 4 oC
selam 1 bulan
Peraksi Amonium
Molibdat
Preaksi Besi Sulfat (FeSO4)
Reagen warna molibdat
Hasil
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2. Pengukuran Kurva standar Fosfat
- Ditimbang 0,3834 gram, kemudian dilarutkan  ke dalam
Erlenmeyer 100 mL aquadest steril (1000 ppm)
- Diencerkan lagi dalam 100 kali
- Diambil 10 mL larutan stok, lalu ditambahkan 90 mL
aquadest steril (10 ppm sudah mengandung 0,03834 gram)
- Dibuat deret standar  yaitu masing-masing diambil 0 mL,
0,25 mL, 0,5 mL, 0,75 mL, 1 mL, 2 mL, 3mL, dan 4 mL
lalu di simpan pada Erlenmeyer bededa
- Masing-masing ditambahkan 6,25 mL reagen warna
molibdat
- Dihomogenkan dengan divorteks lalu didiamkan ± 10
menetit
- Masing-masing diencerkan mencapai 25 mL
- Diukur absorbansi pada spektrofotometer dengan panjang
gelombang 700 nm
- 0 mL sebagai Blanko.
- Setelah didapat nilai absorbansinya di masukan data di
excel untuk mendapatkan regresi linear, kemudian klik
insert, lalu pilih scatter, lalu pilih pilhan chart layout 9, lalu
enter/OK.
KH2PO4
Stok Fosfat 1000 ppm
Larutan Standar Fosfat 10 ppm
Data
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3. Pengukuran aktivitas Fitase
- Diambil 0,15 ml enzim disimpan pada tabung reaksi/botol
vial
- Ditambah 0,6 ml Buffer Tris-hcl 0,1 M yang mengandung 2
mm Ca-fitat dan 2 mm cacl2 ph 7
- Dihomogengkan dengan divorteks, lalu diinkubasi pada
inkubator suhu 37 oc selam 30 menit
- Ditambahkan 0,75 Trikloroasetat (TCA) 5%
- Ditambahkan 1,5 reagen  warna molibdat, lalu dihomogenkan
dengan divorteks
- Diukur absorbansi pada spektrofotormeter panjang
gelombang 700 nm
- Blanko dibuat  sama seperti pengukuran kurva standar yaitu 0
ml
- Nilai yang didapat, maka untuk diketahui nilai aktivitas fitse.
Dihitung dengan persamaan regresi linear yang  didapat kurva
stadar.
Ekstrak Kasar Enzim Fitase
Data
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Lampiran 10.: Data Kurva Pertumbuhan Bakteri Burkholderia lata
Waktu (Jam) Absorbansi 600 nm(Log/Sel) Waktu (Jam)
Absorbansi 600 nm
(Log/Sel)
0 0,031 40 1,79
2 0,114 42 1,832
4 0,488 44 1,846
6 0,759 46 1,882
8 0,796 48 1,908
10 0,894 50 1,944
12 0,998 52 1,946
14 1,063 54 1,975
16 1,145 56 1,981
18 1,219 58 2,024
22 1,329 60 2,055
24 1,443 62 2,060
26 1,467 64 2,051
28 1,482 66 2,047
30 1,499 68 2,038
32 1,505 70 2,029
34 1,686 72 2,007
36 1,714 74 1,756
38 1,735 76 1,702
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Lampiran 11.: Data Penentuan Kadar Protein
a. Pengukuran kurva standar protein metode Bradford
Konsentrasi BSA (ppm) Absorbansi (595)
0 0.000
5 0.002
20 0.012
40 0.031
60 0.045
80 0.060
100 0.109
y = 0.001x - 0.0059
R² = 0.9385
-0.02
0
0.02
0.04
0.06
0.08
0.1
0.12
0 50 100 150
A
bs
o
rb
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si 
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m
Konsetrasi BSA (mg/mL)
Kurva Standar BSA Metode Bradford
Absorbansi (595)
Linear (Absorbansi (595))
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b. Absorbansi protein fitase
No Variasi MediaProduksi
Absorbansi 595
nm
Ulangan
1
Ulangan
2
1 Ca Fitat - (NH4)2SO4 0,013 0,016
2 Ca FItat - Yeast Exstract 0,007 0,007
3 Ca Fitat - Pepton 0,010 0,011
4 Padi - (NH4)2SO4 0,013 0,018
5 Padi – Yeast 0,022 0,020
6 Padi – Pepton 0,019 0,017
7 Jagung - (NH4)2SO4 0,020 0,021
8 Jagung – Yeast 0,015 0,016
9 Jagung - Pepton 0,012 0,011
10 Kedelai - (NH4)2SO4 0,045 0,042
11 Kedelai – Yeast 0,040 0,042
12 Kedelai - Pepton 0,042 0,041
c. Data pengukuran kadar protein enzim fitase (mg/mL)
No Variasi MediaProduksi
Kadar Protein (mg/mL)
Ulangan 1 Ulangan 2 Rerata
1 Ca Fitat - (NH4)2SO4 18 21 19.5
2 Ca FItat - Yeast Exstract 12 12 12.0
3 Ca Fitat - Pepton 15 16 15.5
4 Padi - (NH4)2SO4 18 23 20.5
5 Padi – Yeast 27 25 26.0
6 Padi – Pepton 24 22 23.0
7 Jagung - (NH4)2SO4 25 26 25.5
8 Jagung – Yeast 20 21 20.5
9 Jagung - Pepton 27 26 26.5
10 Kedelai - (NH4)2SO4 50 47 48.5
11 Kedelai - Yeast 45 47 46.0
12 Kedelai - Pepton 47 46 46.5
Pengukuran kadar
protein fitas dengan
cara nilai absorbansi
dimasukkan dalam
regresi linear dari
kurva standar protein
albumin (BSA):
y = 0.001x - 0.005
y= ax – b= += , ,, = ,,
= 46 mg/mL
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Lampiran 12.: Data Penentuan Aktivitas Fitase
a. Pengukuran Kurva Standar Fosfat KH2PO4
Konsentrasi Fosfat
(mg/mL)
Absorbansi
700 nm
0.00 0.000
0.25 0.042
0.50 0.081
0.75 0.134
1.00 0.189
2.00 0.359
3.00 0.590
4.00 0.750
y = 0.1914x - 0.007
R² = 0.9981
-0.1
0
0.1
0.2
0.3
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0.5
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0.7
0.8
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Konsentrasi  KH2PO4 (mg/mL)
Kurva Standar Fosfat KH2PO4
Absorbansi 700 nm
Linear (Absorbansi
700 nm)
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b. Absorbansi pengukuran aktivitas fitase
No Variasi MediaProduksi
Absorbansi 700
nm
Ulangan
1
Ulangan
2
1 Ca Fitat - (NH4)2SO4 1.300 1.201
2 Ca FItat - Yeast Exstract 1.258 1.227
3 Ca Fitat - Pepton 1.221 1.264
4 Padi - (NH4)2SO4 1.240 1.283
5 Padi - Yeast 1.299 1.256
6 Padi - Pepton 1.354 1.237
7 Jagung - (NH4)2SO4 1.297 1.441
8 Jagung - Yeast 1.290 1,254
9 Jagung - Pepton 1.299 1.232
10 Kedelai - (NH4)2SO4 1.236 1.255
11 Kedelai - Yeast 1.299 1.306
12 Kedelai - Pepton 1.420 1.697
c. Data pengukuran aktivitas Fitase
No Variasi MediaProduksi
Aktivitas Fitase (U/mL)
Ulangan 1 Ulangan 2 Rerata
1 Ca Fitat - (NH4)2SO4 6.843 6.325 6.58
2 Ca FItat - Yeast Exstract 6.623 6.461 6.54
3 Ca Fitat - Pepton 6.429 6.654 6.54
4 Padi - (NH4)2SO4 6.529 6.754 6.64
5 Padi – Yeast 6.838 6.613 6.73
6 Padi – Pepton 7.126 6.503 6.81
7 Jagung - (NH4)2SO4 6.827 7.581 7.20
8 Jagung – Yeast 6.791 6.602 6.70
9 Jagung – Pepton 6.838 6.487 6.66
10 Kedelai - (NH4)2SO4 6.508 6.603 6.56
11 Kedelai – Yeast 6.838 6.874 6.86
12 Kedelai – Pepton 7.471 8.921 8.20
Pengukuran aktivitas
fitase dengan cara
nilai absorbansi
dimasukkan dalam
regresi linear dari
kurva standar Fosfat:
y = 0.191x - 0.007
y= ax – b= += , ,, = ,,
= 8,921 U/mL
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Lampiran 13: Dokumentasi Penelitian
1. Bakteri Burkholderia lata
Zona bening Akar 10-7 KL.7 Peremajaan bakteri LB miring
penghasil fitase (PSM - Ca Fitat) inkubasi 37 oC 24 jam
2. Peramajan bakteri LB Cair (Starter bakteri) 50 jam (2 hari 2 jam)
Sebelum inkubasi
Inokulasi Bakteri
setelah inkubasi 180 rpm 37 oC (Starter Bakteri)
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3. Optimalisasi media produksi fitase varisi sumber fitat dan sumber nitrogen
Pembuatan media Pengukuran pH 7
Inokulasi starter bakteri Sebelum inkubasi
Dinkubasi 180 rpm 37 oC Setelah inkubasi
Sebelum sentrifugasi Panen
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Sentrifuge 5000 rpm 35 menit 4 oC Setelah sentrifugasi
Lapisan bawah (pellet) Lapisan atas (Supernatan)
Enzim Kasar simpan di suhu rendah 4 oC (Kulkas)
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4. Pengukuran aktvitas fitase
Masing-masing enzim + 0,6 mL Substrat Buffer Tris-HCl
diambil 0,15 0,1 M mengandung 2 mM Ca-Fitat
dan 2 mM CaCl2
+ 0,75 mL TCA 5% dan Vortex lalu  Inkubasi 37 oC 30 menit
+1,5 mL Reagen warna Molybdat
Kemudian divoteks, lalu diukur absorbansi pada spektrofotometer 700 nm
Kontrol sebagai Blanko, Dibuat sesuai dengan pembuatan Blanko Kurva standar
Fosfat
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5. Pengukuran kadar protein
Masing-masing enzim + 5 mL Reagen Bradfor,
diambil 0,1 mL lalu divorteks
Setelah penambahan reagen, ukur absorbansi spektrofotometer 595 nm
Kontrol sebagai Blanko, dibuat sesuai Blanko pembuatan kurva standa protein
(Bradfor)
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Lampiran 14.: Dokumetasi Alat dan Bahan
a. Alat
111
112
a. Bahan
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